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緒 論
急速な高齢化社会を迎えつつある現在、疾病 に対す る抵抗力を増進 し、健康な生活
を維持す るための手段のひとつとして生薬に対する関心が高 まりをみせている。西洋
薬(合 成薬)は 、薬理作用が強 く、作用ベク トルの方向が一定である。従 って、ある
場合には、病態を速やかに治癒に導 く。 しか し、ときには、その強い薬理作用が副作
用とな り、生体に重篤な影響を及ぼす。 これに対 し生薬は、マイル ドな薬理作用 しか
示さないが、生体の恒常性に逆 うことがないため、副作用がほとんどないことが知 ら
れている。このような生薬の特徴は、西洋医学が進歩するに従って、むしろ評価が高
ま り、生薬の価値が見直されるひとつの要因となっている(1)。
一方、市場に流通 している医薬品のうち、合成薬は許認可されるまでに、薬事法で
定め られた複数のPhaseをクリアーしてきている。従って、薬理作用や作用機序につ
いて詳細な検討が行われている。しか し、生薬の有効性を解明するのは、容易ではな
く、有効性に関する科学的見地か らの知見は、質、量 ともに合成薬と比較して不充分
である。近年、生薬の需要が急激に増加 している現状を考慮すると、有効性に関する
検討を行 うことが急務であると考えられる。生薬の有効性を解明することが容易では
ない理 由として以下のような事が指摘される。
1:生薬は、多数の成分か らなる複合体であり、それ らが複雑に連携 しあって、効果
を及ぼしているため、作用の解析が容易ではない。
2:時 には同じ生薬が臨床上において逆の作用を示す ことや、生理機能が低下 した状
態ではじめて作用が発現する生薬も認め られることか ら、薬効を評価することが
容易ではない。
3:作 用がマイル ドであるため、通常の投与量で効果を確認す るのが難 しい。
4:生 薬の品質が産地、収穫年度等で異なるため、一定の力価 を持 った、生薬を恒常
的に研究材料 として、取 り扱 うことが難 しい。
おうぎ
本 研 究 で採 り上 げ る黄耆(AstragaliRadix)は、漢 方 の要 薬 と して 、現 在 で も重
要 か つ 汎用 され て い る生 薬 の ひ とつ で あ るが 、第13改正 日本 薬 局方 で は 、マ メ科 植 物
で あ るrAs紘aga1Hsmo㎎oゐ〇五cusBUNGE又はAstragalusmembranaceusBUNGS
-i
の根である」と規定されている(2)。含有成分として、 γ一Aminobutyricacid
(3),L-Canavanine(4)などのアミノ酸、Calycosin,Formononetinなどのイソ
フラボノイ ド類(5、6)、Astragalosideなどのサポニン類(7-10)、Linolicacid
などの脂肪酸(11)、葉酸(12)および精油(13)などが報告されているが、薬効 との詳
細な関係は明らかではない。
黄耆は、後漢の時代に作成された中国最古 の薬物書である 「神農本草経」で上薬と
して収載されている(14)。上薬は 「君であり、養命をつかさどり、無毒で、多服久
服 しても人を傷めることはない、軽身益気、不老延年を望むものはこれを用いる」と
されている。また、明の時代 に作成 された中国の薬物書を代表する名著 と言われる
「本草網 目(Chinesemateriamedica)」を著 した李時珍は、 「耆には長の意義が
ある。黄耆は色が黄で補薬の長」つまり、黄色い色をした最上の補薬 と言 う意味から
黄耆 という名称がついたと記 している(15)。補薬とは、体力が衰えた病入等に用
い、病態 に直接働きかけるのではな く、生体が本来保持 している、病態 に対する抵抗
力を高めることを目的とする薬物であるとされている(16)。従 って、黄耆は、抵抗
力、すなわち生体防御能を賦活化させる効果を有 している可能性が推測できる。 しか
し、その科学的証明はなされていない。
近年、生体防御系をはじめとする生体機能を賦活化 させる薬物が生物学的応答修飾
剤(Biologicalresponsemodifier:BRM)と称され、癌治療等の分野で、新 しい治療
薬として注 目を集めている(17)。その中には、インターフェロンやサイ トカインな
どの生体 内物質やKrestin(PSK)やLentinanなどの天然物由来成分が含まれている。
以上の様な観点から、本研究では、黄耆が生体防御系を賦活化させる効果を有 して
いることを証明す ることを目的として、生体内で増殖する異物であるウィルスに着 目
し、 日本脳炎ウィルス(Japaneseencephalitisviru.s:JEV)の感染に対す る防御効
果を指標 として以下の検討を行った。
第一章では、JEVの感染に対する黄耆の生体防御効果と作用機序 について、マウス
を用い、腹腔 内投与による実験系により検討した。
生薬類は、種々の疾病に対する予防および治療薬として汎用 されているが、ほとん
どが経 口的に投与されている。本研究で取 り上げる黄耆 も例外ではなく、漢方では主
に、煎剤 として経口的に服用されている。そこで第二章では、JEVの感染に対する黄
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耆の経 口投与による防御効果と作用機序について検討した。また本章では併せて、複
数成分がその効果を有 していることを示すため、黄耆 中に含 まれているJEVの感染に
対し生体 防御効果を示す物質の検索を試みた。
ウィルスの感染に対する生体防御機構 として種々のものが考えられているが、JEV
などViremia(ウィルス血症)をおこすタイプのウィルスに対 しては、IgM,IgGなど
の中和抗体による防御が特に有効であると考えられている(1s-2a)。そ こで、第三
章では、マウスのlgM抗体産生能に及ぼす黄耆 の効果について検討 した。IgM抗体
は、異物の侵入後、比較的早期に産生されることや、微量の異物抗原に対しても産生
されやすいことか ら、異物の侵入に対する初期生体防御系に重要な役割 を果たしてい
ることが知 られている(21)。また本章では併せて、複数成分の存在を明 らかにする
ため、黄耆 中に含まれている経口投与でマウスのIgM抗体産生能を賦活化 させる物質
の分画を試みた。
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本 論
第 一 章 日本 脳 炎 ウ ィ ル ス の 感 染 に 対 す る 生 体 防 御 効 果
一腹 腔 内 投 与 に よ る効 果 一
第 一 節JEVの 感 染 に 対 す る 黄 耆 の 生 体 防 御 効 果
1:緒言
本章では、 日本脳炎ウィルス(Japaneseencephalitisvirus:JEV)の感染に対す
る生体防御効果 について、マウスを用い、腹腔内投与による実験系を設定 して検討 し
た。
JEVは、直径約40-50㎜の外被膜(エ ンベロープ)を 有するRNA型の球状ウィル
スであり、外被膜の表面に、血球凝集抗原 と考えられるスパイク様構造を有 している
(22)。化学成分は、タンパク質30～35%、RNA7%、脂質55～60%で、RNAの分子量は
2×106daltonである。また、感染可能な宿主域は、ヒ ト、ウマ、ウシ、イヌ、 トリ、
マウスな ど、きわめて広 い範囲におよんでいる(23)。
本節では、JEVを接種 したマウスの生存率に及ぼす効果 を指標 として、腹腔内投与
による生体防御効果 について検討した。また、生薬は産地や収穫時期(ロ ッ ト)の違
いにより品質が異なることが報告されていることか ら(24-26)、本節では、ロットが
異なる4種類の黄耆について検討を行い、JEVの感染に対する生体防御効果を指標 と
した品質 についても考察 した。
2:材 料 お よ び 実 験 方 法
鐡
BHK-21細胞,L-929細胞およびVero細胞は、すべて大阪府立公衆衛生研究所で継
代、維持 している株 を使用 した。
幽
牛血清アルブミン(BSAFractionV)は、Sigma社(ST.Louis,アメリカ)か ら
購入 した。Eagle基本培地は、 日研生物医学研究所(大 阪)か ら購入 した。他の試薬
はすべて、和光純薬工業製、関東化学(東 京)製 、米山薬品工業(大 阪)製 、Sigma
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社製または片山化学製の特級を用いた。また、実験 に使用 した水は、すべて脱イオン
蒸留水 を使用 した。
JEV
JEVは、上羽 昇博士(大 阪府立公衆衛生研究所)か ら分与された株(JaTH-
160strain)を使用 した。JEV(凍結保存株)は 、乳飲みマウス(ddYstrain)の脳内で
6回にわた り継代 した後、常法により10%乳剤 とした。JEVの力価を、Plaqueassay
法(27)により測定 したところ、1×107PFU/m1であった。
遡
ICR系(雄)マウスを日本チャールズリバー(横 浜)か ら購入 した。マウスは、7
日間にわた り大阪府立公衆衛生研究所 動物舎内で予備飼育 した後(25±2℃)、実
験 に使用した。なお、実験 には、5週齢のマウス(体 重:25～30g)を使用した。
齟
4種類の黄耆(日 本薬局方品、平成4年大阪市場品)(Fig.1-1)を三国株式会社(大
阪)か ら購入 し、実験に使用 した。各試料の産地および外観的特徴は、以下のとお り
である。
試料A:中 国山西省(Shanhsi)産、1.3～0.7×20㎝、直根
試料B:中 国河北省(Hope)産、1.2～0.7×18cm、直根
試料C:中 国陜西省(Hsiahsi)産、0.8～0.6×12cm、直根
試料D:北 海道(Hokkaido)産、0.2～0.6×15cm、分枝の多い短根
黄耆工キス(AE)の 調製方法
AEの調製は、Fig.1-2に示す方法 に従って行った。すなわち、粉砕 した試料
(100g)に蒸留水(1000ml)を加え、水浴中(80℃)で2時間抽出した。抽出液 を
ろ過 した後、ろ液を40℃で約1/5容量になるまで減圧濃縮した。つぎに、濃縮液 をメ
タノール中(2000m1)に滴下 し、沈殿 を生じさせた。沈殿を採取 し、蒸留水
(100m1)に再溶解 した後、3日間、流水透析(Spectrum透析チューブCut-off:
3500使用)を 行 った。そ して、透析内液を凍結乾燥したものをAEとして以下の実験
に使用 した。各試料か らのエキス抽出率は、以下のとお りである。
試料A:3.82%,試料B:2.86%,試料C:2.74%,試料D:5.86%
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Fig.1-1Samples
AstragaliRadix(100g)
extractedwithhotwater(80°C,2hr,1000m1)
concentratedtoone-fifthitsoriginalquantity
precipitatedwithMcOH(2000m1)
dialysisagainstwater{3d.)
AstragaliRadixextract(AE)
Fig.1-2PreparationofAstragaliRadixExtract(AE}
JEVの感染に対する黄耆の生体防御効果
JEVの感染に対する黄耆の生体防御効果は、Fig.1-3に示す方法に従って検討 し
た。各AEをPBS(pH7.0)に溶解 した液(30㎎/m1)をッベルクリン用注射筒を用
い、マウスの腹腔内に投与した(6㎎/マ ウス)。Control群のマウスには、PBSを
投与 した。AEを投与した翌日、0.28%のBSAを含むTris-HC1緩衝液(pH7.4)で希
釈 したJEV(約10PFU)をマウスの腹腔内に接種 し、以後21日間にわた りマウスの
生存率の変動を観察 した。なお、本実験では、1群あた り、20匹のマウスを使用 し
た。また、実験期間中、マウスには飼料(オ リエ ンタル酵母社製、Laboratory
chowMF)および水を自由に摂取させた。
一6一
Fig.1-3SchematicScheduleforExperiment
y
各AE投与群およびControl群のマウスの生存率について、Logrank法(28)を用
い、生存検定を行った。なお、本実験では、p<0.05以下のレベルを有意差あ りと判定
した。
3:結 果
マウスの生存率に及ぼすAEの効果
各AEをマウスに投与 した翌 日、JEVをマウスの腹腔内に接種(10PFU)し、以後21
日間にわた り生存率の変動を観察 した(Fig.1-4)。なお、AEの投与量は、3種類の培養
細胞(BHK-21,L-929,Vero)に対する毒性試験の結果に基づいて設定した
(6㎎/マウス)。Controでー は、JEV擁 後、7日目か ら16日目にかけて生存率の
急激な低下が認められた。しか し、各AEを投与した群ではいずれも、生存率の急激
な低下は確認されず、すべてのAEにJEVを接種 してか ら21日後におけるマウスの生
存率をContro1群と比較 して有意に高める効果が確認された(試 料A:p<0.01,試料
B:p<0.05,試料C:p〈0.05,試料D:p〈0.01)。しかし、AEの違いにより、マウスの
生存率に及ぼす効果に差が認められた。すなわち、試料Aま たはDのエキスを投与 し
た群では、JEVを接種 してか ら、21日後の生存率が80%以上であったが、試料Bまた
はCのエキスを投与 した群では、60%程度の生存率であった。各AE投与群の間で生存
検定を行ったところ、試料Dエ キス投与群と試料Cエキス投与群の間に有意な差が確
認された(p<0.05)。
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Fig.1-4EffectofAEonSurvivalRateinMice
()Coロ慧olg⑩up;●,血egroupinjectedwithsampleAext瓰c駕
口,sampleBextract;△,sampleCextract;■,sampleDextract
4:考 察
産地が異なる4種類の黄耆 を試料 として用い、JEVの感染に対する生体防御効果 に
ついて検討 した ところ、すべての試料に有意な生体防御効果が確認された。 しか し、
試料によ り生体 防御 に及ぼす定量的効果に差が認め られた。
黄耆は一般に、径の太いものほど良品とされている。本邦で使用されている黄耆 の
うち、大部分を輸入 している中国では、径の太さにより等級を定め、黄耆の選別を
行っている(15、29)。また、第13改正 日本薬局方では根径の太さによる規格
(0.7-2.Ocm)が設定されている(2)。JEVの感染に対する黄耆の生体防御効果 と
根径の太さの関係について検討 したところ、実験 に使用 した4種類の黄耆の中で、最
も径が細 い、北海道産の黄耆(試 料D)がJEVの感染に対 し、最 も高い生体防御効果
を示 し、生体防御効果と根径の太 さの間に相関関係を確認することはできなかった。
根径の太さと品質の関係については、姉帯(30)および高橋(31)らも、根径の太
さが異なる黄耆の γ一Aminobutyricacid、イソフラボノイ ド、ブタノールエキスな
ど、黄耆 の理化学的品質評価 の指標成分の含量を測定 し、相関関係が認め られないこ
とか ら 「太い黄耆 ほど良品である。」と言う従来の選品基準 に疑問を投げかけてい
る。本節における結果も上記の報告と同様、従来から行われている、根径の太さによ
る選品だけでは黄耆 の品質を正しく評価できないことを示す ものである。
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第 二 節JEVの 感 染 に対 す る 生 体 防 御 効 果 の 作 用 機 序
1:緒 言
近年、生薬や漢方エキス製剤がウィルスの感染に対して生体防御効果を示す ことが
明らかにされているが、その作用は、ウィルスに対する直接的な効果ではなく、宿主
の生体防御能を高めることによる、いわば間接的な作用によるものであると考 えられ
ている。た とえば、四逆湯は、単純ヘルペスウィルス(Herpessimplexviruses
Type1)の感染に対 し、CD8+Tcellを活性化 させることにより、生体防御効果を示す
ことや(32)、桂枝二越婢湯が、イ ンフルエンザウィルス(lnfluenzav血1s)の感
染に対 し、イ ンターフェロンの産生など種々の生体防御機構 を活性化させ ることによ
り、抗ウィルス効果を示す ことが報告されている(33)。また、Nagaiらは、小青竜
湯がlgAおよびlgG抗体産生能を賦活化させることによりインフルエンザウィルス
(lnfluenzavirusA/PR/8/34)の感染に対 して防御効果を示す ことを明らかにして
いる(34)。さらに、薬用人参(Panaxginseng)は、抗体産生能増強効果、マクロ
ファージの貪食能亢進作用、TNF産生増強効果、網内系貪食能亢進作用およびNK細
胞賦活化効果など生体防御系に対して種々の賦活化効果を示すが(35-40)、JEVの
感染に対 しても生体防御効果を示す ことが報告されている(41)。
第一節における検討から、黄耆は、JEVの感染に対 して腹腔内投与によ り、生体防
御効果を示す ことが明らかとなった。本節では、JEVの感染に対す る防御効果の作用
機序について検討した。
2:実 験 方 法
U/
Hemagglutinationinhibition(HI)抗原 は 、 デ ンカ 生研(大 阪)か ら購 入 した 。
SuperQxidedismutase(SOD),Lucigenin,BSA,ZymosanおよびEgg lbumine
は、Sigma社か ら購 入 した 。牛 胎 児 血 清(FBS)、 牛 血 清 、RPMI-1640培地 お よび
Eagle基本 培地 は 、 日研 生物 医 学研 究 所(大 阪)か ら購 入 した 。 蛍光 ラテ ック ス ビー
ズ(粒 径0.75μm)は 、 フナ コ シ株 式 会 社(東 京)か ら購 入 した 。May-Gruenwald
お よびGiemsa溶液 は 、 関東 化 学 か ら購 入 した 。 ま た 、赤 血 球 凝 集 抑 制 試 験 に使 用 す
る赤 血 球 は、 ニ ワ トリの1日 ビナ の 血 液 か ら調 製 した 。 他 の試 薬 はす べ て 、和 光 純 薬
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工業製、関東化学製、米山薬品工業製または片山化学製の特級 を用いた。また実験 に
使用 した水は、すべて脱イオン蒸留水を用いた。
Cultureプレー ト、シャー レ
赤血球凝集抑制試験で使用する96穴Cultureプレー トおよびシャー レ
(60×15mm)は、BectonDiknson社製(NewJersey,U.S.A.)のものを使用 し
た。
試料工キス(AE)
第一節における実験で使用 した4種類の黄耆のうち、JEVの感染に対 して最も高い
生体防御効果を示 した試料D(北 海道産)か ら抽出したAEを実験に使用 した。
一
第一節と同じものを使用 した。
AEのinvitroにおける抗JEV効果
Kimuraらの方法(27)に従 ってinvitroにおける抗JEV効果を検討 した。すなわ
ち、0.28%のBSAを含むTris-HCI緩衝液で希釈 したJEV(1×106PFU/m1)とPBSで希
釈 したAE(30㎎/ml)の等容量を混合 し、37℃で1時間放置した。その後、混合溶液
をBHK-21細胞に接種し、37℃(5%CO2.Eagle基夲培地)で48時間培養 した後、
BHK-21細胞上に形成されるPlaque数を指標とし、AEの抗JEV効果を検討した。な
お、実験には、1群あた り4枚のシャー レ(60x15mm)を使用 した。
赤血球凝集抑制試験法(HI試験)
HI抗体価 を赤血球凝集抑制試験により測定した(42)。96穴のCultureプレー トに
1%Eggalbuminを含むホウ酸緩衝溶液(pH9.0)で希釈 したHI抗原 と、アセ トン処
理 したマウスの血清をPBSで希釈 した液を加えて混和 し、4℃で15時間放置 した。混
合溶液に、ニワ トリの1日ビナの赤血球 を加え、赤血球の凝集を指標 として、HI抗体
価を測定 した。なお、赤血球の凝集を阻止 した最大の血清希釈倍率をHI抗体価 とし
た。また、実験は、それぞれ2連で行い、その平均値で抗体価を示 した。
マウスの腹腔内細胞(Peritonealexu.datecel1:PEC)数の測定
PEC数の測定は、Robertらの方法に準 じて行った(43)。すなわち、マウスを断
頭により放血致死させた後、腹腔内に4℃に冷却 した0.1%BSAを含むPBS溶液
(20m1)を注射筒(テ ルモシリンジSS20ES,注射針:テ ルモカテラン針23G×60)を
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用いて注入 した。マウスの腹部を1分間、マ ッサージした後、腹腔内液 を回収し、
Barker-Turkの血球計測盤を用い、細胞数を測定 した。なお、実験には、1群3匹の
マウスを使用 した。
PECのCellpopulationの検討
PECのCellpopulationは、May-Giemsa染色法によ り検討した(44)。PECを牛
血清中に浮遊させた後(2×106cell/m1)、スライ ドガラス上に塗抹 した。塗抹 した
細胞 をMay-Gruenwald溶液で2分間染色 し、蒸留水で洗浄後、PBSで希釈 した
Giemsa溶液(×50)で再度、20分間染色 した。蒸留水で再度洗浄後、光学顕微
鏡(OLYMPUS社製,BX50,×600倍)で観察 し、細胞質および核の染色状態か ら細
胞の種類を検討 した。
PECの活性酸素産生能の測定
PECの活性酸素産生能は、Lucigeninと活性酸素の反応によ り生じる化学発光を測
定することによ り検討 した。1群3匹のマウスから得 られたPECをプール し、実験に使
用 した。3%のBSAを含むRPMI-1640培地を用いて調製 したPEC溶液(4×1◎5個/
m1)1m1中にLucigenin溶液(5mM)5μ1を添加した。20℃の恒温層中で10分間放
置 した後、Zymosan溶液(10mg/m1)10μ1を添加 し、Lucigeninと活性酸素が反応
して生じる化学発光 を140分間にわた り、液体シンチレーションカウンター
(HewlettPackard社製,HP2000TRI-CARB)で測定した。なお、本実験における
化学発光がスーパーオキシ ドによるものであることを、SODを用いた検討により確認
した。
腹腔マクロファージの精製
マクロファージの精製は、付着法によ り行った(45)。1群3匹のマウスの腹腔内
か ら得 られたPECをプール し、実験 に使用 した。RPMI-1640培地を用いて調製 した
PEC溶液をポリスチ レン製のシャーレ(60rnm×15mm)に分注 し、CO2インキュ
ベーター(37℃、5%CO2)内に1時間靜置 した。RPMI-1640培地 と浮遊細胞を吸引
除去 した後、PBS溶液でシャー レを洗浄 した。2.5mMEDTA/PBS溶液を添加 し、20
分間氷冷 した後、パス トゥールピペッ トでフラッシュし、付着細胞をはく離させた。
はく離させた細胞 をPBSで洗浄 した後、実験に使用 した。
PECおよび腹腔マクロファージの貪食能 の測定
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貪食能 の測定は、蛍光ラテ ックスビーズを用いる方法によ り行 った(46)。10%
のFBSを含むRPMI-1640培地を用いて調製 した蛍光ラテックスビーズ懸濁液(200倍
希釈)1.5m1中に同培地を用いて調製 した細胞浮遊液(1×106個/m1)0.4m1を加
え、37℃の恒温層中で振とうしなが ら、3時間放置 した。細胞をPBS溶液で3回洗浄 し
た後、2.5%ホルムアルデ ヒド/PBS溶液500μ1で細胞を固定 し、フローサイ トメ ト
リー(BectonDicknson社製,FACScan,Consort30)を用いて、細胞の蛍光 ビーズ
貪食能を測定 した。
鑑
ウ
本 節 に お け る実 験 の結 果 は 、Studentsのt検定 を用 いて 解 析 した 。 な お 、 本 実 験
で は 、p〈0.05以下 の レベル を有 意 差 あ りと判 断 した 。
3:結 果
AEのinvitroにお け る抗JEV効果
Plaqueassay法によ りinvitroにお け るAEの 抗JEV効果 につ いて検 討 した
(Table1-1)。AE処理 群 とContro1群の 問 にPlaque数の有 意 な差 は 確 認 され ず 、AE
にJEVを直接 的 に不 活化 させ る効 果 は確 認 で きな か った 。
Tablel-1AntiviralEffectofAEinvitro
SamplePFLJ(106/ml)
Control1.63±0.34
Astragalus2.08±0.41
Eachvaluerepresentsthemean±S.E.of4dishes.
JEVを して かX21菰 に し い マ ス のHI
Fig.1-4の実 験 にお いて 、JEvを接 種 してか ら21日後 に生 存 して いた マ ウ ス のHI抗
体 価 を測 定 した 。Contro1群お よ びAE投 与 群 の生 存 して い るす べ て のマ ウ ス に、 抗 体
価 の 上昇 は 認 め られ な か った(Fig.1-5)。
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JEV
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マウスにJEVを接種 した後(10PFU/マウス)、 経 日的な血中ウィルス量 とHI抗体
価 の変動について検討 した(Fig.1-6)。JEVを接種 した翌 日には、すべてのマウス
の血中にJEVが認め られ、3日後には、HI抗体価の上昇が確認された。
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PEC数の増加に及ぼすAEの効果
マウスのPEc数の増加に及ぼすAEの効果ついて検討 した(Fig.1-7)。AEを投与し
たマウスのPEC数は、PBSを投与したContro1群のマウスと比較 して有意に増加 して
いた(p〈0.001)。また、AEの投与量について検討したところ、用量依存的にPEC
数の増加 に効果 を及ぼす ことが明らか となった。(Fig.1-8)。しか し、12.Omg投与
群では、AEを投与 した後、マウスの体重が極端に減少するなど、明 らかに毒性が認
め られ た 。
(x106)
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04羣
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繧
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controlAstragalus
Fig.1-7EffectofAEonPECNumber
Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.of3mice.
Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.001(***).
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Fig.1-8EffectofVariousDosesofAEonPECNumber
Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.ofsmice.
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PECのCellbobulation
AEを 投 与 した マ ウス の腹 腔 内 に観 察 され るPECのCellpopulationにつ いて検 討 し
た(Fig.1-7)。AEを投 与 した マ ウス のPECは 、好 中球 お よ びマ ク ロ フ ァー ジの割 合
がContro1と比 較 して高 か った が 、 好 酸 球 、好 塩 基 球 、 リ ンパ 球 お よ び肥 満 細 胞 は 、
ほ とん ど確 認 す る ことが で き な か った(Fig.1-9)。
Fig.1-9PeritonealExudateCell
活性酸素産生能に及ぼすAEの効果
AEを投与 したマウスから得 られたPECの活性酸素産生能 について検討 した。AEを
投与 したマウスか ら得 られたPECは、Contro1群のマウスから得 られた細胞 と比較 し
て、高い活性酸素産生能を示 し、またSODによる処理を行 ったところ、その活性は完
全に消失した(Fig.1-10)。
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PECおよび腹腔マクロファージの貪食能に及ぼすAEの効果
AEを投与したマウスから得 られたPECおよび腹腔マクロファージの貪食能につい
て検討 した。AEを投与 したマウスから得 られたPECは、Contro群のマウスか ら得 ら
れたPECと比較 して、貪食能が有意に増強 していた(Table1-2)(Fig.1-11)。
また、PECから腹腔マクロファージを精製 し、貪食能を比較 した ところ、AEを投
与したマウスか ら得 られたマクロファージは、Contro1と比較 して若干高い貪食能を
示 した(Table1-2)(Fig.1-12)。
なお、フローサイ トーメ トリー のサイ トグ ラム(前 方散乱、側方散乱)で 顆粒球領域
をゲーティングし、AEを投与 したマウスから得 られた細胞 とControl群のマウスから
得 られた細胞の貪食能を比較 したが、両者の間に有意な差は確認できなかった。
Tablel-2PercentageofPhagocyticCell
Phagocytosis(%)
PEC Macrophage
Control
Astragalus
51.0±2.5 81.5±10.8
76.7±1.4***89.8±7.8
***:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.001
a)PECareadsorbedonasurfaceofpolystyrene
Allvaluesrepresentthemean±S.E.(n=3)
AEwas軻ectedintraperitoneallyinmice
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4:考 察
第一・節における検討から、黄耆は、JEVの感染に対 して腹腔内投与により、有意な
生体防御効果 を示す ことが明 らかとなったので、本節では、防御効果の作用機序につ
いて検討した。まず、AEの直接的な抗JEV効果について検討 したが、JEVを直接的に
不活化 させ る効果は確認できなかった。そ こでつぎに、JEVを接種 してから21日後に
生存 しているマウスの抗体価をHI試験 によ り測定 した。HI試験は、IgG,IgMおよび
IgAの画分 に存在す る、赤血球凝集阻止抗体(HI抗体)を 測定す る方法で、抗原に対
す る特異性が高いことから、従来よ りウィルスに対する血 中抗体検査法のひとつとし
て広 く用いられている方法である。しかし、JEVを接種 してか ら21日後に生存 してい
るすべてのマウスに抗体価の上昇は、認められなかった。ここで、マウスにJEVを接
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種した時の経 日的な血中ウィルス量 と抗体価の変動について検討 したところ、JEVを
接種した翌 日には、血中にウィルスが観察され、3日後には抗体価の上昇が認められ
ることが確認された。
生体に侵入 した異物に対 しては、時間的な間隙がおこらないように、多くの生体防
御因子が連続的に働 くことが知 られているが(47)、JEVなどViremia(ウィルス血
症)をおこすタイプのウィルスの感染に対する防御は、中和抗体 によるものが主であ
ると考えられている(is-Zo)。しか し、 これ らの結果から、JEVの感染に対する黄
耆の腹腔内投与による生体防御効果には、中和抗体以外の防御因子が主に関与してい
る可能性が示唆された。
マクロファージや好中球な どの食細胞は、貪食作用を示す ことか ら、異物の侵入に
対する初期防御に重要な役割を果た していることが知 られている。本実験では、マウ
スの腹腔内にJEVを接種していることから、JEVの感染に対する生体防御効果には、
マクロファージや好中球などのPECが関与しているのではないかと考え、次に、PEC
の機能に及ぼすAEの効果について検討 した。
AEを投与 した群のマウスのPEC数は、Contro1群のマウスと比較 して、有意に増加
していた。PECのCellpopulationについて検討 したところ、マクロファージと好 中球
が高い割合を占めた。AEを投与することにより、これ らの食細胞が腹腔内に誘導さ
れてくることが推測された。また、AEを投与したマウスか ら得 られたPECは、
Contro1群のマウスか ら得 られた細胞と比較 して、高い活性酸素産生能を示 した。活
性酸素は、マクロファージや好中球の活性化の指標であり(48)、殺菌効果を示す こ
とか ら、細菌やウィルスなどの侵入 に対する初期防御に有効な役割 をはた しているこ
とが知 られている(49、50)。さらに、AEを投与 した群のマウスから得 られたPEC
は、Contro1群のマウスから得 られたPECと比較 して有意な貪食能を示す ことが明 ら
か となった。
以上の結果か ら、JEVの感染に対する黄耆の腹腔内投与による生体防御効果には中
和抗体以外の防御因子が主に働いてお り、マクロファージや好中球な どの貪食細胞が
関与 している可能性が明 らかとなった。
補体系が活性化されて生 じる、補体第5成分および第3成分 由来の因子は、マクロ
ファージや好中球などの走化性および貪食能を高めることが知 られている(51)。補
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体系を活性化させる物質として種々のものが明らかにされているが(51)、黄耆の熱
水抽出エキスもまた、腹腔内投与によりマウスの補体第二経路を活性化することが
Wa㎎らにより報告されている(52)。本節における実験で、AEを投与したマウス
にPEC数の増加およびPECの貪食能の増強が認められたのは、補体第二経路の活性化
を介した機序による可能性が高いものと考えられる。
第 三 節 小 括
本章では、JEVの感染に対する黄耆の腹腔内投与による生体防御効果と作用機序に
ついて検討し、以下の結論を得た。
1:黄耆の腹腔内投与は、JEVの感染に対して有意な生体防御効果を示すことが明ら
かとなった。しかし、産地等の違いにより防御効果に量的な差が認められた。
2:JEVの感染に対する黄耆の生体防御作用の機序として、中和抗体以外の防御因子
が主に働いており、マクロファージや好中球などの食細胞系が関与している可能
性が明らかとなった。
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第 二 章JEVの 感 染 に 対 す る 生 体 防 御 効 果
一経 口 投 与 に よ る 効 果 一
第 一 節JEVの 感 染 に 対 す る 黄 耆 の 生 体 防 御 効 果
1:緒 言
第一章 における検討か ら、黄耆は、JEVの感染に対して腹腔内投与により、生体防
御効果を示す ことが明 らかとなった。現在、生薬類は、一部の外用剤 に配合 されてい
るものを除いてほとん どが、経口的に服用 されている。本研究で取 り上げる黄耆 も例
外ではな く、漢方では主に、煎剤として適用 されている。
本節では、JEVを接種したマウスの生存率に及ぼす効果を指標として、経口投与に
よる生体防御効果について検討 した。
2:材 料 お よ び 実 験 方 法
化合物、JEV、マウス
第一章 と同じものを用いた。
試料工キス(AE)
第一章 第二節と同じもの(試 料Dか ら抽出)を 用いた。
JEVの感染に対する黄耆の生体防御効果
JEVの感染に対する黄耆の生体防御効果は、Fig.2-1に示す方法に従って検討 し
た。AEをPBS(pH7.0)に溶(12mg/ml)し た液 を5日間にわた り、::回 、胃
ゾンデを用い、マウスに経 口投与した(0.1m1/マウス×5日)。Control群のマウス
には、PBSのみを投与 した。AEおよびPBSを最終投与 した翌 日、0.28%のBSAを含む
Tris-HCI衝液(pH7.4)で希釈 したJEV(約10PFU)をツベルクリン用注射筒(テ
ルモシリンジSB26G×1/2)を用い、マウスの腹腔内に接種 し、以後25日間にわたり
マウスの生存率の変動を観察 した。なお、本実験では、1群あた り、20匹のマウスを
使用 した。また実験中、マウスには飼料および水 を自由に摂取させた。
SJe
マウスの生存率について、Cox-Mantel法(28)を用い、生存検定を行った。な
お、本実験では、p<0.05以下 のレベルを有意差ありと判断した。
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Fig.2-1SchematicScheduleforExperiment
3:結 果
マウスの生存率に及ぼす効果
AEを5日間にわた り、マウスに経 口投与 した翌 日、JEVを腹腔内に接種 し
(10PFU/マウス)、 以後、25日間にわた り生存率の変動を観察 した。JEV接種後、
8日目か ら、生存率の低下が観察された(Fig.2-2)。JEvを接種 してか ら25日後の
Control群の生存率は20%であった。 これに対 し、AEを投与 した群の生存率は、30%
であった。マウスの平均生存 日数は、Control群より、AEを投与 した群の方が長かっ
た(Tablet-1)。また、Cox-Mantel法により、生存検定を行 ったところ、AE投与群 と
Control群の間に有意な差(p<0.05)が確認され、JEVの感染に対 し、AEが経口投与
でも有意な生体防御効果を示すことが明 らかとなった 。
100
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羣'匿
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DaysafterJEVi皿oculation(day)
Fig.2-2EffectofAEonSurvivalRateinMice
O,Controlgroup;■,thegroupadministeredAE
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Table2-1ProtectiveeffectofAEagainstJEVInfection
No.。fmi㏄MSD(d)a)Survival,at。(%)b)
Control 20
Astragalus*ZU
>12.8
>14.2
20
30
a)Meansurvivaldaysduringthe25-dexperimentalperiod.
b)Survivalrateat25dafterJEVinoculation.
Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05(*),
4:考 察
第一章における検討か ら、黄耆はJEVの感染に対してウィルス接種前に腹腔内投与
することによ り生体防御効果を示す ことが明らかとなった。さらに、本章、第一節に
おける検討か ら、黄耆は経口投与でもJEVの感染に対 して有意な予防効果を示すこと
.が明 らかとなった。
生薬や漢方エキス製剤がウィルスの感染に対 し、予防的な投与により防御効果を示
す ことが明らかにされている。たとえば、漢方で黄耆 と同じ様に用いられている薬用
人参(Panaxginseng)は、JEV(Jath-160strain)の感染に対 してウィルス接種前
の投与によ り、生体防御効果 を示す ことが報告されている(41)。また、インフルエ
ンザウィルス(A/Osaka/5/70(H3)strain)の感染に対して麻黄附子細辛湯は、初期
の感染防御能を高めることにより予防的な生体防御効果を示す ことが明 らかにされて
いる(53、54)。さらに、当帰は、生体防御系を賦活化 させる種々の効果を示す こ
とが報告 されているが(55-57)、JEV(Jath-160strain)の感染に対 して予防効果
を示す ことが明らかにされている(58)。
第一章および本節における結果とこれ らの報告は、マイル ドな作用 を持つ黄耆 をは
じめとす る生薬および漢方エキス製剤がウィルスの感染に対する予防薬として臨床的
に適用できる可能性を示すものである。
一22一
第 二 節JEVの 感 染 に対 す る生 体 防 御 効 果 の作 用 機 序
1:緒 論
第一章における検討から、JEVの感染に対する黄耆の腹腔内投与による、生体防御
効果には、抗体産生機構が活性化される前に働 く、食細胞系などの非特異的な因子が
主に関与している可能性が示された。本章第一・節における検討から、JEVの感染に対
する生体防御効果が経口投与でも認められた。一般に薬物を経口的に投与した場合、
生体内で消化および吸収を受けるため、腹腔内投与した場合とは異なるメカニズムが
関与している可能性が考えられる。本節では、JEVの感染に対する黄耆の経口投与に
よる生体防御効果の作用機序について検討した。
2:実 験 方 法
実験は、すべて第一章第二節と同様の方法で行った。
3:結 果
JEVを接種 してか ら25日後に生存 しているマウスのHI抗体価
Fig.2-1の実験において、JEvを接種 してか ら25日後に生存 しているマウスのHI抗
体価を測定した(Fig.2-3)。Contro1群では、すべてのマウスに抗体価の上昇が認め
られた。これに対 し、AEを投与 した群のほとんどのマウス(6匹 中5匹)は、抗体価
が上昇 していなかった。
徽
320
160
§80
a40
z
20
10
10>
ControlAstragalus
Fig.2-3H-AntibodyTiterinMicethatSurvived25d
afterJEVInoculation
O,Controlgroup;■,thegroupadministeredAE
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JEV接種後3日後、7日後のマウスのHI抗体価
Fig.2-1に示 す 方 法 に従 ってAEま た はPBsを投 与 した マ ウ ス にJEvを接 種 し、3日
後 、7日 後 にHI抗体 価 を測 定 した(Tablet-2)。JEVを接 種 して か ら3日後 に抗 体 価
の上 昇 が 認 め られ た マ ウス の割 合 は 、Contro1群で は90%で あ った 。 これ に対 し、AE
を投 与 した群 で は30%で あ っ た 。 フ ィ ッシ ャー の 直接 確 率法 に よ り検 定 を行 っ た と こ
ろ 、Control群とAE投 与群 の 間 に有 意 な差 が 確 認 され た(p<0.01)。
Table2-2RateofHIAntibody-PositiveMiceonthe3rd
and7thDaysafterJEVInoculation
DaysafterJEVinoculation
No.。f血㏄3th(%)の 7th(%)a)
Control
Astragalus
10
10
90
30**
90
60
a)Rateofantibodytiter-positivemice.AEwasadministeredoncea
dayforsd,andthenextday,JEVwasinoculated.
ControlgroupwastreatedwithPBS
Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.01(**)
PEC数に及ぼすAEの効果
Fig.2-1に示す方法に従ってAEまたはPBsを投与 したマウスのPEc数を測定したと
ころ、AEを投与 した群のマウスのPEC数は、Control群のマウスと比較 して有意に増
加 していた。(p〈o.oo1)(Fig.2-4)。
PECのCellbobulation
AEを投与 したマウスから得 られたPECのCellpopulationについて検討 した とこ
ろ、マクロファージの割合が非常に高かった(Fig.2-4)。好中球、好酸球、好塩基
球、 リンパ球および肥満細胞は、ほとんど確認す ることができなかった(Fig.2-5)。
活性酸素産生能 に及ぼすAEの効果
Fig.2-1に示す方法に従ってAEまたはPBsを投与 したマウスか ら得 られたPEcの活
性酸素産生能 を測定 した(Fig.2-6)。AEを投与 したマウスか ら得 られたPECは、
Contro1群のマウスから得 られたPECと比較して、高い活性酸素産生能を示 した。ま
た、SODによる処理を行ったところ、これ らの活性は、完全に消失 した。
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Fig.2-4 Effect of AE on PEC Number 
Each column represents the mean± S.E. of 3 mice. Significantly 
different from control value at  p<0.001(***).   
:  Macrophage,. : Neutrophil,  ^ :Others
Fig.2-5 Peritoneal exudate cell
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Fig.2-6EffectofAEonActiveOxygenProduction
O,ThecellobtainedfrommicetreatedwithPBS;
　 ,ThecellobtainedfrommiceadministerdAE
PECおよ び マ ロ フ ー ジ のA匕 に ぼAEのy,:
150
PECおよび腹腔マクロファージの貪食能に及ぼすAEの効果について検討した。AE
を投与 したマウスから得 られたPECは、Contro1群のマウスから得 られたPECと比較
して、貪食能が有意に増強 していた(p<0.001)(Table2-3)(Fig.2-7)。
また、Contro1群およびAE投与群のマウスか ら得 られたPECからマクロファージを
精製 し、貪食能 を比較 したところ、AEを投与 した群のマウスか ら得られたマクロ
ファージは、Contro1と比較 して有意な貪食能を示した(Table2-3)(Fig.2-8)。
Table2-3PercentageofPhagocyticCell
Phagocytosis(%)
PEC Macrophageの
Control 49.0±6.1 75.5±3.8
Astragalus 91.9±3.3**93.0±3.7*
***:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.01,p<0.05
a)PECareadsorbedonasurfaceofpolystyrene
Allvaluesrepresentthemean±S.E.(n=3)
AEwasadministeredtothemice
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4:考 察
本章第一節における検討か ら、JEVの感染に対 して黄耆は、経口投与により生体防
御効果を示す ことが明らかとなった。本節では、その作用機序について検討 した。
JEVを接種 してか ら25日後に生存しているマウスのHI抗体価 を測定 したところ、
Controでーは生存 しているすべ てのマ ウス に抗体価の上昇が認められた。これに対
し、AEを投与 した群では、抗体価が上昇 していないマウスが多数存在 した。この傾
向は、JEVを接種 してか ら早い時期でも同様であった。すなわち、JEVを接種してか
ら3日後に抗体価の上昇が認められたマウスの割合は、Contro1群では90%であった
が、AEを投与した群では30%であった。
JEVの感染に対する防御機構 として、中和抗体によるものが特 に有効であると考え
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られているが(18-20)、これ ら結果から、黄耆 の経口投与による生体防御効果に
は、腹腔 内投与の場合 と同様、中和抗体以外の生体防御因子 も関与 しているのではな
いかと考 えた。本節における実験では腹腔内にウィルスを接種 していることから、腹
腔内食細胞系に着 目し、次に、腹腔内食細胞の機能に及ぼす黄耆の効果 について検討
した。AEを投与 した群のマウスではContro1群のマウス と比較 してPEC数の有意な増
加が認め られ、PECのCellpopulationについて検討したところ、マクロファージが大
部分 を占めた。また、これ らのマクロファージは、活性化 したマクロファージの形態
を有 してお り(59)、Contro1群のマウスか ら得 られた細胞 と比較 して、活性酸素産
生能および貪食能が有意に増強 していた。 このように、黄耆は、腹腔マクロファージ
の数的な増加に効果を示す とともに、その機能 をも活性化す ることが明 らかとなっ
た。
以上の結果か ら、JEVの感染に対する黄耆の経 口投与による生体防御勃果には、非
特異的なメカニズムが働いており、マクロファージなどの貪食細胞が主に関与してい
る可能性が明 らか となった。
第一章における検討か ら、JEVの感染に対する黄耆の腹腔内投与による生体防御効
果 には、感染の初期における非特異的なメカニズムが関与している可能性が明 らかと
なった。一般に、薬物を経 口的に投与 した場合、生体 内で消化および吸収を受けるた
め、腹腔 内に投与 した場合 とは異なるメカニズムが働いている可能性も考 えられる。
しかし、本節における検討から、経 口投与による防御効果についても同様の非特異的
な因子が関与 している可能性が明らかとなった。Yonekuraらは、Listeria
monocytogenesの感染に対する人参養栄湯の防御効果の作用機序 について検討 し、
感染初期 のメカニズムによるものであり、マクロファージが重要な役割をはた してい
ることを報告 している(60)。また、Irinodaらは、インフルエンザウィルス
(lnfluenzaAvirus)の感染に対する、シイタケ(1.entinusedodes)から精製され
た多糖であるLentinanの防御効果の作用機序について検討 し、活性酸素産生能など
同じく感染の初期に働 くメカニズムが関与 していることを明らかにしている(61)。
ウィルスや細菌は、宿主の体内に侵入 した後短時間に対数的に増殖する可能性があ
る。第一章および本章で使用 したJEV(Jath-160strain)も、生体 に侵入 した後
15～18hrで、末梢 リンパ節においてViremia(ウィルス血症)を お こし、一次増殖を
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開始することが明らかにされている(62)。第一章および本章における結果と上記の
報告から、ウィルスなど宿主の体内で対数的に増殖する可能性がある異物の侵入に対
しては、侵入直後における防御が特に有効であることが考えられる。
第一章および本章における結果から、JEVの感染に対する生体防御として、非特異
的なメカニズムが関与している可能性が明らかとなった。異物の侵入に対し、宿主は
これを排除するための生体防御反応を示し、その機構には、非特異的機構と特異的機
構の2種類があることが知られている。非特異的な防御は、自然抵抗性とも呼ばれ、
侵入した異物の種類を問わず、すべての異物を排除するための機構であり、生体防御
の最前線を担っている。一方、特異的な防御は、獲得免疫とも呼ばれ、侵入した異物
を特異的に排除する機構である。通常、生体防御機構を考えるうえでは、免疫系を中
心とした特異的な機構が強調されている。しかし近年、特異的な機構とともに、非特
異的な機構の重要性が指摘されており(63)、貪食細胞の欠損が広範な細菌感染を起こ
すことや(64)、特に老人においては、生体防御系のなかで相対的に非特異的な部分
の占める割合が高まってくることも明らかにされている(65)。
本研究における結果は、ウィルスの感染に対しても、従来から強調されてきた免疫
系を中心とする特異的な防御機構とともに、感染の初期に発動する食細胞系などの非
特異的な機構も同様に重要であることを示すものと考えられる。また、この非特異的
な生体防御因子には、細胞性と液性の二種類の因子が存在するが(66)、黄耆はこの
中のマクロファージなどの細胞性因子および活性酸素などの液性因子の両方に対し賦
活化効果を示す ことが本研究から明らかとなった。
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第 三 節 マ ウ ス の 腹 腔 内 細 胞 の 機 能 を 賦 活 化 さ せ る 物 質
1:緒 論
本章第一節および第二節における検討か ら、JEVの感染に対 して黄耆は経 口投与に
より生体 防御効果 を示す こと、その防御効果にはマクロファージなどのPECの活性化
が関与 している可能性が明らかとなった。本節では、マウスのPEC数の増加に及ぼす
効果を指標 として、黄耆 中に含まれている活性物質の分画を行った。また併せて、分
画 した物質の構成要素、分子量などについても検討 した。
2:実 験 方 法
避
単糖の標準品およびガスクロマ トグラフィー(GC)の 内標準物質として使用 し
た、Galacturonicacid(.・),Glucose(Glc),Rhamnose(Rha),Ribose(Rib),
Fucose(Fuc),Arabinose(Ara),Xylose(Xyl),Mamose(Man),Galactose(Gla)お
よび2-Deoxy-D-glucoseは、すべて、フナコシ(東 京)か ら購入 した。 β一Glucan
およびrrrHydroxybiphenylはSigma社か ら購入 した。Inu血nとDextranは和光純薬
工業製のものを使用 した。他の試薬はすべて、和光純薬工業製、関東化学製、米山薬
品工業製または片山化学製の特級 を用いた。また実験に使用 した水はすべて脱イオン
蒸留水を用いた。
試料工キス(AE)
第一節および第二節 と同じもの(試 料Dか ら抽出)を 用いた。
攤
分画は、Fig.2-9に示すセタブロン沈殿法(67)により行った。すなわち、AE
(10g)を蒸留水(300m1)に溶解し、等容量の8%臭化セチル トリメチルアンモニウム
溶液を加えた後、室温で20時間放置 した。生じた沈殿を10%塩化ナ トリウム溶液
(100rn1)に再溶解 し、0.1%酢酸カリウムを含む、3倍量のメタノールを加え、再び、
沈殿を生 じさせた。沈殿は、水に再溶解 した後、流水透析(Spect㎜透析チューブ
Cut-off:3500使用)を3日 間行い、内液を凍結乾燥 し、強酸性多糖画分(F-1)を得
た。
セタブロンを加えることによ り生じた沈殿を除いた上清には、1%ホ ウ酸溶液
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(500m1)を加え、2N塩化ナ トリウム溶液でpHを8.8に調整 した後、生 じた沈殿を分
取 した。 この沈殿は、2%酢酸により弱酸性 とした後、10%塩化ナ トリウムに再溶解
(100m1)し、酢酸カ リウムとともに3倍量のメタノールを加え、沈殿物を得た。こ
の沈殿物を流水透析および凍結乾燥 し、弱酸性多糖画分(F-2)を得た。
ホウ酸の存在下でも沈殿を生じなかった上清の部分は、pHを4.4に調整 した後、メ
タノール添加、透析および凍結乾燥など、F-1およびF-2を分画した方法と同様の方
法で操作 し、中性多糖画分(F-3)を得た。
AstragaliRadii(SampleD)
E
extractedwithhotwater
precipitatedwithMcOH
曲 通yzedaga血1stw3ter
AE匸5.86】
precipitatedwith8%cetavlon
[]:yield(%)fromAstragaliRadii
precipitate
dissolvedin10%NaCI
precipitatedwithMcOH
cont血 ㎎1%KOAc
d盤通yzedaga血stwater
F・1[L78】
s叩ernatant
addedwith1%boricacid
adjustedpH8.8(2NNaOH)
precipitatesupernatant
adjustedpH4.4
dissolvedin10%NaCI(Aceticacid)
addedwithaceticacid
precipitated
withMcOHprecipitatedwithMcOH
dialyzedaga洫stwaterdialyzedagainstwater
F-2【o.25】F-3【2.16]
Fig.2-9FractionationofAstragaliRadix
並
第一節および第二節 と同じICR系マウス(5週齢、雄)を 実験に使用 した。
マウスのPEC数に及ぼす効果
Fig.2-1に示す方法に従って各黄耆分画物(AE,F-1,F-2およびF-3)を投与 した
マウスのPEC数を測定 した。PEC数の測定は、第一章で記載した方法に従 って行っ
た。また、実験には1群3匹のマウスを使用 した。
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懺中性 糖 の含 量 は 、Glcを標 準 と して フ ェ ノー ル 硫酸 法(68)に よ り測 定 した 。 タ ン
パ ク 質 の含 量 は 、BSAを 標 準 と して 、LOWIy法(69)に よ り測 定 した 。 ウ ロン酸 含
量 は 、Ga1Aを標 準 と して 、m-Hydroxybipheny1法(70)によ り測 定 した 。
構 成 糖 の 同定 お よび モル 比 の検 討 は、 以 下 のよ う に行 った 。Sampleを、2Nの トリ
フル オ ロ酢 酸 中で 加 水 分 解 した 後(100℃ 、4時 間、 減 圧)、Trevelyanらの方 法
(71)に従 って 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー(展 開溶 媒;酢 酸 エ チ ル:ピ リジ ン:酢 酸:
水=5:5:1:3、 発 色試 薬;ア セ トン硝 酸 銀 試 薬 、 薄 層 板;メ ル ク社 製TLCプ レー ト
Kieselgel60Art.572120×20cm)を行 い、Rf値を糖 の標 準 品 と比 較 す る こ とに よ
り構 成 糖 を 同定 した。 また 、 構 成 糖 のモ ル 比 は 、 前 記 の加 水 分解 物 を水 素 化 ホ ウ酸 ナ
トリウム で 還 元 後 、Schiffma㎜らの方 法(72)に従 って アセ チ ル 化 し、 アル ジ トー ル
アセ テー ト誘 導 体 と した後 、 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー(GC)に よ り分 析 を行 う こ と
に よ り検 討 した 。GCの 測 定 条 件 は 、以 下 の とお りで あ る。
装 置:HewlettPackard589011、
検 出器:FlameIonizationDetector(FID)検出器 、
カ ラム:DB-23(0.25mmI.D.×30m,0.5μm,J&WScientific,CA.,USA、
キ ャ リア ガ ス:Herium(1.2m1/rnin)、
メ ー ク ア ップ ガス:Nitrogen(70m1/min)
カ ラム オ ー ブ ン温 度:Programmedfrom180to250℃at2℃/min、
注入 口温 度:250℃ 、検 出器 温 度:280℃、
注 入量:2μ1、
内標 準 物 質:2-Deoxy-D-glucose
高速 液 体 ク ロマ トグ ラフ ィ ー(HPLC)に よ る分 析
Sample(1㎎)を0.1NNaCl(lml)に溶 解 し、0.50μmのフ ィル タ ー
(ADVANTECDISMIC)でろ過 した後 、HPLCに よ り分 析 を行 っ た 。HPLCの 測 定
条件 は 、 以 下 の とお りで あ る 。
装 置:HewlettPackard1100series
検 出器:示 差 屈 折 検 出器(昭 和 電 工 社 製 、 東 京)、
カ ラム:ShodexGF-510HQ(7.8×250㎜,昭縄 工)お よ びGF-310HQ(
-32一
7.8×250㎜,昭縄 工)を 齢 した 。
カ ラム温 度:50℃ 、
移 動 相:0.1MNaCl、
流 速:0.5mユ/min、
注 入 量:10μ1
ま た 、検 出 した ピー ク の分子 量 は 、 デ キ ス トラ ン(昭 和電 工社 製 、分 子 量;5,10,
20,50,100,200and400×103)を用 いて 作 成 した 検 量 線 か ら算 出 した 。
鑓
ヲ
本節における実験の結果は、Studentsのt検定を用いて解析 した。なお、本実験
では、p〈0.05以下のレベルを有意差あ りと判断した。
3:結 果
黄耆エキス(AE)の 中性糖およびタンパク質含量
AEに含まれている中性糖およびタンパク質の含量について検討 したところ、高い
中性糖含量を示す ことが明 らかとなった(87.6%asGlc)。タンパク質の含量は中性
糖 と比較して極めて低かった(4.5%asBSA)。
マウスのPEC数の増加 に及ぼす黄耆分画物の効果
マウスのPEC数の増加に及ぼす黄耆分画物(F-1,F-2およびF-3)の効果について
検討 した ところ、多くの画分が活性を示 したが、その中で強酸性多糖画分
(F-1)がマウスのPEC数を増加させる最 も高い効果を示 した。 しか し、AEと比較し
て各分画物の活性はいずれも低かった(Table2-4)。
F-1の投与量に関する検討
PEC数の増加 に及ぼすF-1,F-2およびF-3の効果について検討 したところ、強酸性
多糖画分(F-1)が最 も高い効果を示 した。そ こで次に、F-1の投与量に関す る検討
を行った。F-1をそれぞれ、0.1,0.2,0.4.0.8mg投与した各群のマウスのPEC数につ
いて検討 した ところ、明確なDose-Responseは認められなカめ たが、0.4㎎投与群
のマウスのPEC数が最も増加していた(Table2-5)。
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Table2-4EffectofAstragaliPolysaccharideFractiononPECNumber
inMicebyOralAd血nistration
Sample Property
留(D°semg/mou、e)2聽mbe「
Control
AE-
F-1Stronglyacidic
F-2Weaklyacidic
F-3Neutral
5.9
1.8
0.3
2.2
1.2
0.4
0.1
0.4
1.40±0.18
2.08±0.24*
1.83±0.15
1.28±0.14
1.67±0.17
*:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05
Allvaluesrepresentthemean±S.E.of3mice
yield(%)fromAstragaliRadix
Table2-S.EffectofAstragaliStronglyAcidicPolysaccharide
FractiononPECNumberinMice
Sample Property DosePECnumber
(mglm・u・e)(×1の
Control
F-1
F-1
F-1
F-1
Stronglyacidic
Stronglyacidic
Stronglyacidic
Stronglyacidic
o.s
O.4
0.2
0.1
1.03±0.15
1.45±0.11
1.62±0.27*
1.55±0.10
1.27±0.14
*:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05
Allvaluesrepresentthemean±S.E.of3mice
F-1の化学的性状
F-1の化学的性状について検討 した結果をFig.2-10に示す。F-1中に含 まれている
中性糖、タンパク質およびウロン酸含量について検討 したところ、82.5%の中性糖、
16.3%のタンパク質、9.2%のウロン酸を含有 していた。構成糖について検討 したと
ころ、Glcの割合が高かった。また、HPLCゲル濾過クロマ トグラフィー'によりF-1を
分析したところ、2本 のメインピークが確認された。これら2本のピークの分子量を
デキス トランを標準 として測定 したところ、約9000と約300000であった。
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Fig.2-10ChemicalPropertiesofStronglyAcidicPolysaccharide
Fraction(F-1)inAstragaliRadix
MolecularweightofmainpeaksonHPLC900p,3ppppp
Totalprotein(asBSA)16.3%
Totalcarbohydrate(asGlucose)82.5%
Totaluroicacid(asGalacturonicacid)9.2%
Componentsugars(mol.ratio)
Rhamnose
Ribose
Fucose
Arabinose
Xylose
Mannose
Galactose
Glucose
5
2
1
12
3
4
7
100
マウスのPEC数に及ぼす多糖類の効果
マウスのPEC数の増加に及ぼすAEおよび各種多糖類(lnulin,Dextran,
β一Glucan)の腹腔内投与および経 口投与による効果について検討 した
(Tablet-6)。腹腔内投与では、AEおよびlnulinに有意な効果が確認された(
β一Glucanは検討せず)。 しかし、経 口投与で有意な効果が認められたのは、AEだ
けであった。
Table2-6EffectofVariousCompoundonPECNumberinMice
PECnumber(xion
Intraperitonealinjectiona>Oraladministrationb>
Control
AE
Inulin
Dextra.n
(3-Glucan
1.35±0.1
3.75±0.3***
4.40±0.4***
1.67±0.2
1.06±0.2
1.78±0.1*
1.07±0.1
1.05±0.2
1.13±0.2
*,***:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05,p<0.001
Allvaluesrepresentthemean±S.E.of3mice
a)Respectivecompoundwere軻㏄ted(6mglmouse)inmi㏄.
b)・Respectivecompoundwereadoministered(1.2mg/mouse)・tomice
onceadayforSd.
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4:考 察
本節では、黄耆 中に含まれているマウスのPEC数を経 口投与で増加させる物質の検
索を試みた。黄耆の粗抽出物であるAEの化学組成 について検討したところ、中性糖
の含量が高かったため、多糖類の分画法であるセタブロン沈殿法(67ンを用いて、
AEの分画を行った。マウスのPEC数の増加に及ぼす各黄耆分画物の効果について検
討したところ、AEと比較して各分画物の活性はいずれも低かった。 これは、黄耆中
にマウスのPEC数を経 口投与で増加させる物質が複数存在することを窺わせるもの
で、それ らの物質がPEC数の増加に相加的あるいは相乗的に作用 していることを示唆
するものである。
従来、生薬中に含まれている高分子化合物は生薬の薬効にとって重要な物質 とは考
え られてお らず、生理活性成分についての検討は低分子化合物 に関す るものがほとん
どであった。 しかし近年、生薬や漢方エキス製剤中に含 まれている多糖や糖タンパク
質などの高分子化合物が種々の生理活性を示すことが明 らかにされてきてお り(73-
77)、その重要性が注 目され始めている(78)。本節における実験で分画されたマウス
のPEC数を経 口投与で最も大きく増加させた画分、F-1も、メタノール沈殿や透析な
どの手法 によ り分画されていることや、中性糖が多 く含まれていたことから、多糖ま
たは糖タンパク質である可能性が高いものと考えられ る。
マウスのPEC数の増加 に及ぼす各種多糖類(AE,Inulin,Dextran,β一Glucan)の
効果について検討 したところ、腹腔内投与ではAEおよびlnulinに有意な効果が認め ら
れたが、経 口投与で有意な効果が確認されたのはAEだけであった。
種々の生体防御因子 を賦活化させる多糖として、シイタケか ら精製された レンチナ
ンが報告 されている(79、80)。レンチナンは、経 口投与では賦活化効果が認めら
れないことが明 らかにされているが、この原因として、分子量が約100万と巨大であ
るため、そのままの形状では吸収されず、生体内で消化を受けた際、活性が消失 して
しまうことが推測されている。本節における検討で、Inulinやβ一Glucanなどに経口
投与で活性が認められなかった原因も、 レンチナンと同様である可能性が考 えられ
る。これ に対 してAEは、経 口投与でも活性が認め られた。黄耆 中に含まれているマ
ウスのPEC数の増加に経口投与で効果 を及ぼす物質は、そのまま吸収され効果を示す
比較的低分子量の多糖であるか、あるいは消化を受けても活性が消失 しない物質であ
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ることが考えられる。
第 四 節 小 括
本章では、JEVの感染に対する黄耆の経 口投与による生体防御効果と作用機序およ
び活性物質について検討し、以下の結論を得た。
1:黄耆の経口投与は、JEVの感染に対 して有意な生体防御効果 を示す ことが明らか
となった。
2:JEVの感染に対する黄耆の生体防御効果には、非特異的な防御因子であるマクロ
ファージの活性化が関与 している可能性が明らかとなった。
3:黄耆 中の経 口投与でマウスのPEC数を増加させる物質の検索を試みた ところ、強
酸性多糖画分(F-1)を含む複数の画分が活性を示す ことが明らか となった。
4:F-1の中性糖、タンパク質およびウロン酸含量について検討したところ、82.5%
の中性糖、16.3%のタンパク質、9.2%のウロン酸を含有 していることが明 らか
となった。また、構成糖について検討 した ところ、Glucoseの割合が非常に高
かった。
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第 三 章IgM抗 体 産 生 能 に 及 ぼ す 効 果
第 一 節 マ ウ ス の 抗DNP-IgM抗 体 産 生 能 に 及 ぼ す 黄 耆 の 効 果
1:緒 言
ウィルスの感染に対する防御機構 として種々のものが考えられているが、JEVなど
Viremia(ウィルス血症)をお こすタイプのウィルスに対 しては、中和抗体による防御
が特に有効であると考え られている(18-20)。しか し、第一章および第二章におけ
る検討か ら、JEVに対する防御機構として、食細胞系を中心 とする非特異的な機構に
よる防御が中和抗体による防御 と同様に有効である可能性が示され、黄耆は、これ ら
食細胞系 を活性化させる効果を有 していることが明 らかとなった。
本章では、従来か らJEVの感染に対する防御として有効であると考 えられている抗
体産生に及ぼす黄耆 の効果について検討した。抗体は体液性免疫をつかさどる防御因
子であり、H鎖(heavychain)と呼ばれているポリペプチ ド部分の一次構造の違い
により、IgG,IgM,IgA,IgE,IgDの5つのクラスに大別されている。本章ではこのう
ち、IgM抗体に着 目し、マウスのIgM抗体産生能に及ぼす黄耆の効果について検討 し
た。IgM抗体は、分子量185,000のサブユニット5つか ら成る分子量約90万の免疫グ
ロブリンで、血管 内にのみ存在する。また、異物が侵入 した後比較的早期に産生され
ることや、微量の異物抗原 に対 しても産生されやすいことか ら、異物の侵入に対する
初期段階の生体防御系における重要な防御因子のひとつであることが知 られている
(21)o
本節では、抗DNP-IgM抗体産生能に及ぼす黄耆 の効果について、10,36,60週齢の
マウスを用いて検討 した。
2:実 験 方 法
蠍
PBSおよびBSA(FractionV)は、第一章および第二章で用いた ものと同じものを使
用 した。(rPhenylenediamine(O-PDA)、N一ε一DNP-L-LysineHC12H20は、
Sigma社から購入 した。塩化 シアヌルは、和光純薬工業から購入した。2,4一ジニ トロ
ベンゼンスルホン酸ナ トリウムは、東京化成か ら購入 した。Lipopolysaccharide
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(LPS:E.coliO26:B6)は、Difco社(Mich.アメ リカ)か ら購 入 した 。Dextran
T2000(MW～2,000,000)は、PharmaciaBiotech社か ら購 入 した 。Horseradish
peroxidase-conjugatedrabbitanti-mouselgM(HPRA)1まZymed社(CA,アメ リ
カ)製 の も の を使 用 した 。他 の試 薬 はす べ て 、和 光 純 薬 工 業 製 、 関 東 化 学 製 、米 山薬
品 工 業 製 、Sigma社製 ま た は片 山化 学 製 の特 級 を用 い た 。 また 実 験 に使 用 した 水 は 、
す べ て 超 純 水 を使 用 した 。
試 料 工 キ ス(AE)
第 一 章第 二 節 と 同 じも の(試 料Dか ら抽 出)を 使 用 した 。
Cultureプレー ト
invitroの実 験 で 使 用 す る24穴のCultureプレー トは 、岩 城 硝 子 株 式 会 社(東 京)
か ら購 入 した 。 エ ンザ イ ム イ ム ノア ッセ イ(ELISA)で 使 用 す る96穴の プ レー トは、
Dynatech社(VA,アメ リカ)製 の もの を使用 した 。
題
DNP-LPSおよびDNP-dextranは、塩 化 シア ヌル を用 い る方 法 に よ り、作 製 した
(81)。DNP-BSAは、Eisenらの方 法 に よ り作 製 した(82)。
遡
C3H/HeN系(雌)マ ウ ス を 日本SLC(浜 松)か ら購 入 した 。 マ ウス は、 少な くと
も7日 間 、 大 阪 府 立 公 衆 衛 生研 究 所 動物 舎 内 で 予 備飼 育 した後 、 実 験 に使 用 した。
な お 、 実 験 に は 、10,36,60週齢 の マ ウ ス を使 用 した 。
IMに}invitroに お セ 六
invitroにお け る効 果 は、Fig.3-1に示 す 方 法 に従 って 検 討 した 。 マ ウ ス の脾 臓細 胞
溶 液 は 、Takagiらの方 法(83)に 準 じて調 製 した 。す なわ ち、8～10匹 の マ ウス か ら
脾臓 を摘 出 し、 ス テ ン レス メ ッシ ュ(100mesh)を用 いて 処理 し、Eagle基本 培 地 中
で 脾 臓 単 細 胞 プー ル 液 と した 。細 胞 をEagle基本 培 地 で3回 洗 浄 した後 、RPMI-1640
培 地 に 再懸 濁 させ 、脾 臓 細 胞 浮 遊 液 を調 製 した(1×107個/ml)。24穴のcultureプ
レー トに脾 臓 細 胞 浮 遊 液1m1、AEをRPMI-1640培地 に よ り段 階 的 に希 釈 した液(0.1
-1000,ug/ml)1mlおよ びDNP-LPS(最終 濃 度0.0025μg/m1)を加 え て混 和 し、
CO2インキ ュベ ー ター(タ バ イ エ ス ペ ッ ク社 製 、BNA-111)で4日間 培 養 した
(37℃、5%CO2)。 培 養 上清 を新 しいRPMI-1640培地(1m1)と 交 換 し、 さ らに1
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日間、同様の条件で培養した後、培地中に産生される抗DNP-IgM抗体量をELISAに
より、cultureプレー トの培養穴毎に測定 した。なお、黄耆のlgM抗体産生能に及ぼす
効果は、AEを添加 しなかった培養穴の培地 中に産生される抗体量をControlとした時
の比率(%ofcontrol)で示 した。
Antlbody(ELISA)
Fig.3-1SchematicScheduleforExperimentinvitro
ISM抗体 産生能に及ぼすinvivoにおける効果
111VIVOにお け る効 果 は、Fig.3-2に示 す 方 法 に従 って検 討 した 。AEをPBs
(pH7.0)に溶 解(12㎎/血 ま た ・_/ml)し た 液 を5日 間 にわ た り、if回 、
胃 ゾ ンデ を用 い 、 マ ウス に経 口投 与 した(0.1ml/マウ ス ×5日)。Contro1群のマ ウ
ス には 、PBSを投 与 した 。AEを 最 終 投 与 した 翌 日、 マ ウス の尾 静 脈 か ら
DNP-dextran(200μg)を靜注 し、抗 原 刺 激 を行 った 。 抗 原 刺 激 を行 っ た5日 後 、
マ ウ ス を 断頭 に よ り絞 殺 し、 血 清 中 の抗DNP-IgM抗体 量 をELISAによ り測 定 した 。
な お 、 本 実 験 セ は、1群 あ た り、5匹 のマ ウス を使 用 した 。
Fig.3-2SchematicScheduleforExperimentinvivo
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ELISA
ELISAは、 以 下 の とお りに行 った 。96穴 のマ イ ク ロ プ レー トにCorti㎎緩 衝 溶液
(2.93㎎:NaHCO3,2.53㎎:Na2CO3.NaN30.2㎎/血)で希 釈 したDNP-BSA
(2μg/m1)100μ1を添 加 し、36℃で90分間 イ ンキ ュベ ー トした(タ バ イ エス ペ ック 社
製 、BNA-111)。Microplatewasher(ICNtitertec社製 、M96)を 用 い、
0.5%Tween20を含 むPBSでマ イ ク ロ プ レー トの各 ウ ェル を10回洗 浄 した後 、
Sample溶液100μ1を 添 加 した 。 そ の後 、 マ イ ク ロ プ レー トを4℃ で24時間放 置 し、
Sample中の抗DNP-IgM抗体 を ウ ェル に吸 着 させ た 。PBS-Tweenでウ ェル を再 度 洗
浄 した後 、HPRA溶 液(×2000dilutedinPBS)100μ1を添 加 し、36℃で60分間
イ ンキ ュ ベ ー トした 。 ウ ェル をPBS-Tweenで再 度 洗 浄 した後 、基 質溶 液(5㎎:
0-PDA5㎎,3.05ml:0.1Mクエ ン酸,3.2ml:0.2MNaHPO4.6.25m1:35%H202)
100μ1を添 加 し、 暗 黒 下 、 室温 で30分間 反 応 させ た 。 そ の後 、2N硫 酸100μ1で 反
応 を停 止 させ 、 マイ ク ロプ レー トリー ダー(Tosh製MPR-A4)を 用 い 、 ウ ェル 毎
に 吸光 度 を測 定 した(測 定 波 長:490㎜)。 また 、 実験 は 、 そ れぞ れ2連 で 行 い、 そ
の平 均 値 で示 した 。
鑓
本 節 にお け る実 験 の結 果 は 、 一 元 配 置 の分 散分 析 法(One-factorANOVA)を用 い
て検 定 した 。 一・元 配 置 の分 散 分 析 にお いて 、 有 意 な 差 が 認 め られ た 場合 、 多重 比 較 検
定(FisherのPLSA法)を行 い各 群 間 の危 険率 を算 出 した 。 な お 、 本 実験 で は 、
p<0.05以下 の レベル を有 意 差 あ り と判 断 した 。
3:結 果
invitroにお け る効 果
10、36および60週齢 のマ ウス の抗DNP-IgM抗体 産 生 能 に及 ぼす 黄耆 のinvitroに
お け る効 果 につ いて検 討 した(Fig.3-3)。10週齢 のマ ウ ス で は 、Contro1に対 す る
比 率 で93.3～110.9%程度 で あ り、抗 体 産 生能 の賦 活 化 効 果 は、 ほ とん ど確 認 で き な
か った 。 しか し、36週齢 のマ ウス に対 して はAge-matchedcontrolとの比 較 で若 干
の賦 活 化 効 果 が 認 め られ 、60週齢 の マ ウ ス で は 、有 意 な賦 活 化 効 果 を示 す こ とが 明 ら
か とな っ た 。
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また、invitroにおけるIgM抗体産生能を比較 したところ、36および60週齢のマウ
スの抗体産生能は10週齢のマウスと比較 してそれぞれ70および60%程度 に有意に衰
退 していた(Fig.3-4)。
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Fig.3-3EffectofAEonAntibodyProductioninVariousAged
Mouseinvitro
EachcolumnrepresentsthemeantS.E.(N=3)
Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05(*)
Fig.3-4.IgMAntibodyProductioninMiceat10,
36and60weeksofAgeinvitro
EachcolumnrepresentsthemeanfS.E.(N=3}
Significantlydifferentvalueatpく0.05(*),P<0.01(**).
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111VIVOにおける効果
invitroで確認された効果がinvivoの実験系でも認め られるか否かについて検討 し
た。まず、112VIVOにおける10、36および60週齢のマウスの抗DNP-lgM抗体産生能
を比較 した ところ、36および60週齢のマウスでは10週齢のマウスと比較 してそれぞ
れ70および60%程度に有意に衰退 していた(Fig.3-5)。
黄耆は、invitroの場合と同様、10週齢のマウスの抗体産生能にはほとんど賦活化
効果を示さなかったが、36週齢および60週齢のマウスの衰退 している抗体産生能に対
してはAge-matchedcontrolとの比較で有意な賦活化効果を示すことが明らかと
なった(Fig.3-6)。また、これ らの効果は、加齢により衰退 している36週齢および
60週齢のマウスのlgM抗体産生能を10週齢のマウスとほぼ同じレベルまで賦活化させ
る も ので あ った 。
Fig.3-5.IgMAntibodyProductioninMiceat10,36and60
weeksofAgeinvivo
EachcolumnrepresentsthemeantS.E.ofsmice.
**:Sign血cant置ydifferentvalueatPく0.01.
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Fig.3-6EffectofAstragaliRadixExtract(AE)onIgMAntibodyProductioninMiceofVariousAges
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4:考 察
本節における検討から、黄耆は、若年期のマウス(10週齢)の 抗DNP-lgM抗体産
生能 にはほとんど賦活化効果を示さず、加齢により衰退していると考 えられる加齢マ
ウス(36および60週齢)のIgM抗体産生能を賦活化させる効果を示す ことが明 らかと
なった。漢方では患者の体質的な特徴を虚実(虚 証、実証)な ど 「証」として捉え、
証により投与する薬物を選定 している。黄耆は、虚実の分類では虚証の患者に対 し、
補薬として適用されている(84)。虚証とは 「人の正気が虚 した状態、すなわち、生
命力、病気に対す る抵抗力が不足 し、生理機能が減退 した状態」 とされている
(85)。これに対 し実証は、 「人体に邪気が充実 している状態、すなわち体内の生命
力、抵抗力が盛んな状態」 とされている(86)。生体が有 している生理機能は加齢に
伴い衰退 していくことが知 られているが、漢方では加齢に伴い生理機能が低下 した老
人を虚証として位置づけている(87)。本節における結果は、虚証の患者に対する黄耆
の有効性 の一片を指 し示す とともに漢方における適用方法の妥 当性を示す根拠のひと
つになるものと考えられる。
現在、加齢 により生体防御能が低下する現象やそのメカニズムについては数多くの
報告が存在す るが(88-95)、加齢に伴い衰退 している防御能を賦活化 させる試みは
ほとんど行われていない。また、生薬が若年期のマウスの抗体産生能を賦活化させる
という報告は存在するが(96-99)、それらのほとんどがinvitraや腹腔内投与によ
る成績であり、経 口投与による効果を検討 したものはきわめて少ない。生薬類のほと
んどが経 口的に服用されていることや、111Vltl"Oや腹腔内投与による成績が経 口投与
での成績 と必ず しも整合性を示さない場合も認め られることか ら、経口投与による検
討が不可欠であると考えられる。本節における結果か ら、黄耆は、加齢により衰退 し
ているマウスの抗DNP-lgM抗体産生能を経口投与により賦活化 させる効果を示す こ
とが明 らかとなった。
10週齢のマウスと比較 して、36および60週齢のマウスの抗体産生能は有意に低下
していた。本章における実験で使用 した抗原(DNP-LPS,DNP-dextran)は胸腺非
依存性抗原である。従って、得 られた結果は主に加齢に伴 うB細胞の機能低下を示 し
ているものと考えられる。加齢に伴 うB細胞の機能の変化 として、B細胞か ら抗体産
生細胞へ の分化能の低下な どが報告されている(88、89)。
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第 二 節 加 齢 マ ウ ス の 抗JEV-IgM抗 体 産 生 能 に 及 ぼ す 黄 耆 の 効 果
1:緒 言
本章第一節における検討か ら、黄耆は加齢により衰退 しているマウスの抗DNP-
IgM抗体産生能を賦活化させる効果を示す ことが明らか となった。
本節では、第一節で明らかとなった加齢マウスに対する黄耆の効果がJEVの感染に
対しても示されることを証明するため、加齢マウスの抗JEV-lgM抗体産生能に及ぼす
黄耆 の効果ついて検討 した。
2:実 験 方 法
化合物、JEV、Cultureプレー ト、シャーレ
すべて、第一章および第二章 と同じものを使用 した。
試料工キス(AE)
第一章第二節 と同じもの(試 料Dか ら抽出)を 使用 した。
遡
第一節と同 じC3H/HeN系(雌)マウスを使用 した。なお、実験には、10及び82
週齢のマウスを使用 した。
抗JEV-lgM抗体産生能に及ぼす黄耆の効果
Fig.3-2に示す方法に準 じて検討 した。すなわち、AEをPBs(pH7.o)に溶解
(12㎎/回)した液を5日間にわた り、::回 、胃ゾンデを用い、マウスに経口投
与 した(0.1m1/マウス×5日)。Con.tro1群のマウスには、PBSを投与 した。AEを最
終投与 した翌 日、マウスの尾静脈からJEV(1000PFU)を接種し、3日 後、5日後およ
び7日 後にマウスを断頭により絞殺 し、血清中の抗JEV-lgM抗体量をELISAにより
測定 した。なお、本実験では、1群あた り5匹のマウスを使用 した。
ELISA
ELISAは、第一節の方法に準 じて行った。なお、固相用抗原として、ホルマリンで
不活化 した精製JEVワクチン(大 阪大学微生物研究所製、中山株)をCorting緩衝溶
液で10倍希釈 したものを用いた。
マウス血清の抗JEV効果
Plaqueassay法(26)によりマウス血清の抗JEV効果について検討 した。すなわ
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ち、0.28%のBSAを含むTris-HCI緩衝液で希釈したJEV(2.5×106PFU/ml)とPBSで
80倍に希釈 したマウス血清の等容量を混合 し、37℃で1時間放置した。その後、混合
溶液をBHK-21細胞に接種 し、37℃(5%CO2.Eagle基本培地)で72時間培養 した
後、BHK-21細胞上に形成されるPlaque数を指標とし、マウス血清のJEV不活化効果
を検討 した。なお、本実験では、1群あた り、5匹のマウスを使用 した。
JEVの感染に対する加齢及び若年マウスの生体防御能に関する検討
加齢マウス(82週齢)お よび若年マウス(10週齢)の 尾静脈か らJEV(1000PFU)
を接種 し、生存率の変動を20日間にわた り観察 した。なお、本実験では、1群あた
り、10匹のマウスを使用 した。
」Je
り
本節における実験の結果は、Studentsのt検定を用いて解析 した。なお、本実験
では、p<0.05以下のレベルを有意差ありと判断 した。
3:結 果
加齢マウスの抗JEV-ISM抗体産生能に及ぼす黄耆の効果
加齢マウスの抗JEV-lgM抗体産生能に及ぼす黄耆の効果について検討 した(
Fig.3-7)。JEvを接種 してから3日後の時点で比較 した時、AEを投与 したマウスの
抗体価はContro1に対する比率で140.9%に上昇していた(p<0.01)。また、JEVを接
種 してか ら5日後、7日後の時点でも、AEを投与したマウスの抗体価はControlと比較
して高かった。
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Fig.3-7EffectofAstragalusRadixonAnti-
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老 し,マ か}日r,血 のJEV六
Fig.3-2に示す方法に従ってAEを 投与したマウスにJEv(1000PFU/マウス)を 接
種 し、5日後 に血清のJEV不活化効果について検討した ところ、AEを投与 したマウス
か ら得 られた血清はControl群のマウスから得 られた血清と比較 して高い効果を示し
た(Table3-1)。
Table3-1AntiJEVEffectofSeruminAgedmouse
InactivationofJEV(%)
Control 20.3±9.7
Astragalus 33.6±16.9
Eachvaluerepresentsthemean±S.E.ofSmouse
JEVの感 に ・
舮什 マ ス の 'に 妻、
加齢マウス(82週齢)お よび若年マウス(10週齢)の 尾静脈からJEVを接種し、
生存率の変動を20日間にわた り観察 した。加齢マウス群では、JEV接種後8日目か ら
生存率の低下が観察 され、16日目までに全マウスが死亡 した(Fig.3-8)。これに対
し、若年マウス群ではJEVを接種してから20日後の生存率が60%であった。
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Fig.3-8DefensiveAbilityinMiceagainstJEVInfection
O:10weeks,●:82weeks
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4:考 察
本節における検討か ら黄耆は、JEVの感染に対 し、抗JEV-lgM抗体産生能の賦活
化効果を示す ことが明 らかとなった。ウィルスの感染に対 してlgM抗体は血中におい
てウィルスと結合 し、その感染力を失わせ る中和抗体 として働 くことが知 られてい
る。黄耆 を投与したマウスか ら得 られた血清のJEV不活化効果がControl群のマウス
か ら得 られた血清 と比較 して高いことが明らかとなったが、 これには血中の抗JEV抗
体による中和反応が関与 していることが考えられる。
免疫応答能 をは じめとする生体防御能は加齢に伴い衰退 していくことが知 られてい
る。高齢化 とともに、感染症の死因に占める割合が大きくなることが明 らかにされて
いるが(100)、それ らの原因には生体防御能の衰退が密接 に関与していることが推
測されている(101)。本章第一節における検討でも若年マウス(10週齢)と 比較 し
て、加齢マウス(36、60週齢)で はIgM抗体産生能の有意な衰退が認め られた。ま
た、本節 における検討でもJEVの感染に対する防御能が加齢マウス(82週齢)で は、
若年マウス(10週齢)と 比較 して、顕著に弱体化 していることが示 された。
本節における検討から、第一節で明らか となった加齢マウスの抗DNP-IgM抗体産
生能に対す る黄耆の賦活化効果がJEVの感染に対 しても示されることが確認され、そ
の賦活化 はJEVの感染に対する防御効果の増強をもたらす ことが明らかとなった。
第二章(Table.2-2)における検討では、JEVを接種 してか ら3日後に抗体価の上昇
が認め られたマウスの割合は、Contro1群では90%、AEを投与した群では30%で
あった。 しかし、本節における検討では、JEVを接種 してから3日後の時点で、
Contro1群、AE投与群 ともすべてのマウスに抗体価の上昇が確認された。この差の原
因として、JEVを接種する経路の違いによるものが考えられる。すなわち、第二章に
おける検討では、JEVをマウスの腹腔内に接種 しているため、特にAEを投与したマ
ウスでは、活性化された腹腔内食細胞系によりJEVが不活化され、抗体価の上昇が認
め られなかったことが推測 される。これに対 し、本節における検討では、尾静脈から
JEVを接種 しているため、抗体産生機構が働き、マウスの抗体価が上昇したものと考
え られ る。
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第 三 節 抗 体 産 生 細 胞 数 の 増 加 に 及 ぼ す 黄 耆 の 効 果
1:緒 言
B細胞は、骨髄か ら発生する幹細胞由来の細胞であ り、抗原刺激を受けると抗体産
生細胞へ と分化 し、抗体 を産生す ることが知 られている。一般に、循環 リンパ球の
5～15%がB細胞であるが、抗原刺激 を受けると二次リンパ器官である脾臓などに留
まり、B細胞領域にあるリンパ小節(濾 胞)の 胚の中心で増殖す る。
本章第一節における結果か ら、黄耆は、若年期のマウス(10週齢)の 抗DNP-IgM
抗体産生能 にはほとんど賦活化効果を示さないが、加齢によ り衰退 している抗DNP-
IgM抗体産生能を賦活化させる効果を示す ことが明 らかとなった。本節では、若年お
よび加齢マウスの脾臓中の抗DNP-lgM抗体産生細胞数の増加に及ぼす黄耆の効果に
ついて、Invitroおよび111VIVOの実験系によ り検討した。
2:実 験 方 法
蠍
Agaroseは、Sigma社製のものを使用 した。モルモッ ト血清およびヒツジ赤血球
は、日研生物医学研究所製のものを使用 した。PBS、0-PDA、HPRAは、第一節 と
同じものを使用 した。他の試薬はすべて、和光純薬工業製、関東化学製、米山薬品工
業製、Sigma社製または片山化学製の特級を用いた。また実験に使用 した水は、すべ
て超純水を使用 した。
培地、Cultureプレー ト、抗原
第一節 と同じものを使用 した。
並
第一節と同じC3H/HeN系(雌)マウスを日本SLC(浜松)か ら購入 した。なお、
実験には、10および56週齢のマウスを使用した。
試料工キス(AE)
第一章第二節 と同様のもの(試 料Dか ら抽出)を 使用 した。
111Vゴtroにおける効果
本章、第一節に記載 した方法により調製 したマウスの脾臓細胞を、DNP-LPS(最
終濃度0.0025μ9/ml)およびAE希釈溶液とともに、37℃,5%のCO2存在下で4日間培
一49一
養 し、各培養穴毎に抗DNP-lgM抗体産生細胞数を測定 した。
111VIVOにおける効果
Fig.3-2の方法によりマウスにABを投与し(1.2㎎/マウス×5日)、最終投与 した
翌日、抗原刺激(DNP-dextran:200μg)を行った。そして4日後 に脾臓 を摘出し、
脾臓中の抗DNP-IgM抗体産生細胞数を個体毎に測定した。なお、実験 には、一群5匹
のマウスを使用 した。
抗DNP-ISM抗体産生細胞数の測定
JerneらのSlideMethodによるPlaqueFormingCellassay(PFC)(102)のスライ
ド法変法に準 じて行った。すなわち、invitroの実験では、脾臓細胞を培養穴毎に
0.5m1のRPMI-1640培地に再浮遊 させ、その0.1mlを0.45%Agaroseの0.4m1に加
え、さらに、Rittenbergらの方法(103)で調製 した10%のTrinitrophenyl化ヒツジ
赤血球の50μ1を加えて、スライ ドグラス上にゲル化させた後、37℃で75分間靜置
した。20倍希釈 したモルモット血清を加え、さらに60分間靜置 した後、形成される
PFCの数を肉眼で計測 し、抗DNP-lgM抗体産生細胞数 とした。また、111VIVOの実験
では、個体毎に脾臓細胞浮遊液を調製 し、同様に操作し、形成されるPFCの数を計測
し、抗DNP-IgM抗体産生細胞数とした。
鑓
第一節で記載 した方法により行 った。
3:結 果
invitroにおける効果
10および56週齢 のマウスの培養脾臓細胞中の抗DNP-IgM抗体産生細胞数の増加に
及ぼす黄耆 の効果について検討した(Fig3-9)。マウスの脾臓細胞(106個)あた り
の抗体産生細胞数を10週齢 と56週齢で比較すると、56週 齢のマウスは10週齢のマウ
スと比較 して70%程度であった。黄耆は、10週齢のマウスの抗体産生細胞数の増加
にはほとんど効果を示さなかったが、56週齢のマウスの抗体産生細胞数の増加に有意
な効果 を示した。培養穴中に添加す るエキス濃度の比較では50μg/mlで添加 した培
養穴中における抗体産生細胞数が最も増加 していた。
LPSは10週齢 のマウスの培養脾臓細胞の抗体産生細胞数を増加させ る著 しい効果 を
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示 した。しかし、56週齢のマウスに対 してはその効果が減弱した。一方、黄耆は、10
週齢のマウスよ り56週齢のマウスの抗体産生細胞数の増加 に及ぼす効果の方が強かっ
た。
Fig.3-9EffectofAstragaliRadixonanti-DNP-lgM
PFCinCulturedSpleenCells.
DoseofAE;Ast-5:5μglml,Ast-50:50μg/m1,Ast-500:500剖mL
DoseofLPS;LPS-1:1p.glml,LPS-10:10!.tg/ml.
**,***:Significantlydifferentfromcontrolvalue,atp<0.01,p<0.001.
Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.(N=3)
112VIVOにお け る効 果
10および56週齢 のマウスの脾臓の抗DNP-IgM抗体産生細胞数の増加に及ぼす黄蓍
の111VIVOにおける効果について検討 した(Fig3-10)。マウスの脾臓細胞(106個)
あた りの抗体産生細胞数を10週齢と56週齢で比較すると、56週 齢のマウスは10週齢
と比較 して80%程度であった。
黄耆 は、10週齢のマウスの抗体産生細胞数の増加にはほとんど効果を示さなかった
が、56週齢のマウスの抗体産生細胞数の増加 に有意な効果を示 した。
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Fig.3-10EffectofAstragafiRadixExtractonanti-DNP-lgM
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4:考 察
黄耆は、加齢マウスの培養脾臓細胞および脾臓中の抗体産生細胞数を有意に増加さ
せる効果を示すことが明らかとなった。Yamadaらはマウスの脾臓リンパ球に対する
黄耆の熱水抽出エキスの幼若化効果について検討し、マイ トジェニックな活性を示す
ことを報告している(104)。また、黄耆をその構成生薬とする十全大補湯は、脾臓
中のB細胞を特異的に増殖させる効果を示すことが明らかにされている(105)。本
節における結果とこれらの報告は、黄耆が加齢マウスの脾臓中のB細胞が抗体産生細
胞へと増殖および分化する過程に対して賦活化効果を有していることを示唆するもの
であり、第一節において加齢マウスのIgM抗体産生能を増強させた要因のひとつとし
て抗体産生細胞数の増加が関与していることが考えられる。
加 嘘roおよびltlVIVOで抗体産生細胞数の増加に及ぼす黄耆の効果について検討し
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たところ、Age-matchedcontrolとの比較で10週齢のマウスより56週齢のマウスに
対する効果の方が強かった。 これは、抗体産生細胞数の増加に対す る宿主側の反応の
違いによるものであると考 えられる。生体 には行き過ぎた生体反応 を制御する調節機
構が備わっていることが知 られているが、黄耆エキスを投与した10週齢のマウスでは
抗体産生細胞数の増加 を抑制する何 らかの因子が56週齢のマウスより強 く働いた可能
性がある。
黄耆 をその構成生薬 とする十全大補湯は、若年期のマウスを用いた検討により、B
細胞を特異的に増殖させるが(105)、抗原刺激前の投与では抗体産生細胞数の増加
には賦活化効果 を及ぼさないことが報告されている(106、107)。また、先にも記
述 したように、黄耆は若年マウスの脾臓細胞 に対 してマイ トジェニックな効果を示す
ことが明 らかにされている(104)。これ らの報告と本節における結果は、黄耆エキス
を投与 した10週齢のマウスでは脾臓中のB細胞の増殖が促進されるが、抗体産生細胞
への分化が制御され、結果 として抗体産生細胞数がControlと比較して有意に増加 し
なかった ことを示唆するものである。
リボ多糖(LPS)は、グラム陰性菌の表面 にある外膜の主要構成成分のひとつで、
B細胞のマイ トジェン作用、マクロファージ活性化作用、補体第二経路の活性化作
用、アジュバ ンド活性化作用など生体防御系に種々の活性を示す ことが明らかにされ
ている(108)。本節における検討でもLPSは、10週齢のマウスの脾臓中のB細胞の
抗体産生細胞数の増加に対 し、著 しい効果を示 した。 しか し、56週齢のマウスの脾臓
細胞に対 してはその効果が減弱 した。一方、黄耆はLPSとは逆の効果を示 した。すな
わち、抗体産生細胞数の増加に及ぼす効果は、10週齢のマウスよ り56週齢のマウスに
対する方が高かった。各種生薬の免疫系に及ぼす賦活化効果は、生薬へのLPSの
Contaminationによるものであると言 う知見 も存在す るが(109)、本節における結
果から、本研究で用いられている黄耆エキス(AE)の 効果は、混在 しているLPSによ
るものでないことが明らか となった。
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第 四 節 加 齢 マ ウ ス のIgM抗 体 産 生 能 を 賦 活 化 さ せ る 物 質
1:緒 言
第一節 における検討か ら、黄耆は、加齢によ り衰退 しているマウスのIgM抗体産生
能を経 口投与により賦活化させる効果を示すことが明らかとなった。本節では、黄耆
中に含まれている経口投与で加齢マウスのlgM抗体産生能を賦活化 させる物質の検索
を試みた。また併せて、分画物の構成要素や分子量などについても検討 した。
2:実 験 方 法
燬
PBS,O-PDA,HPRA,GalA,Glc,Rha,Rib,Fuc,Ara,Xyl,Man,Gla,
2-Deoxy-D-glucose、m-Hydroxybiphenyl、トリフルオロ酢酸は、第二章 第三
節と同じものを使用 した。他の試薬はすべて、和光純薬工業製、関東化学製、米山薬
品工業製、Sigma社製または片山化学製の特級を用いた。また、実験に使用 した水
は、すべて超純水を使用 した。
培地およびCultureプレー ト、抗原
第一節 と同じものを使用 した。
試料工キス(AE)
第一章第二節と同じもの(試 料Dか ら抽出)を 使用 した。
遡
C3H/HeN系(雌)マウスを日本SLC(浜松)か ら購入した。なお、実験には、30
週齢のマウスを使用 した。
攤
黄耆 の抽出および分画は、Fig.3-11に示す方法に従って行 った。第一章第一節 に示
す方法によ り黄耆か らAEを調製した。AEは、第二章第三節に示すセタブロン沈殿法
(67)によりさらにF-1,F-2およびF-3に分画 された。セタブロン沈殿法によ り分画
されたフラクションの中で最 も活性が高かったF-1はイオン交換クロマ トグラフィー
によりさらに、F-4,F-5およびF-6に分画された。イオン交換クロマ トグラフィーに
より分画されたフラクションの中で最も活性が高かったF-4はゲルろ過クロマ トグラ
フィーによ りF-7とF-8に分画 された。Fig.3-11にそれぞれのフラクションの黄耆か
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らの抽出率を示す。
AE【5.86】
precipitatedwith8%cetavlon
precipitate
issolvedin10%NaCI
precipitatedwithMcOH
containing1%KOAc
dialyzedagainstwater
F-1【1」8】
DEAFSephacel
super
卜
preci
atant
addedwith1%boricacid
adjustedpH8.8(2NNaOH)
p tatesupernatant
溜 謡認 腮adjustedpH4.4(Aceticacid)
precipitated
withMcOH留 鰡 霊
副 圃 ㎎ 血 ・tw・to・ 岫 ・zedag血S龜耐e「
F・2【o・251F-312.16】
F;4[0.92]FI5(o.il]
Sephacry置S層300
F=6(0.32]
冂:yield(%)fromAstragaliRadix
F囓7工唖L32】 】F-8[0.42]
Fig.3-11.SeparationofPolysaccharideFractionofAstragaliRadix
イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フ ィー
F-1は、0.02NTris-HC1緩衝 液(pH7.0)に溶解 した後 、 同緩 衝 液 で 平衡 化 さ れ
た 、DEAF-Sephadex(PhamユaciaBiotech社製 、 ス ウ ェー デ ン)(7×35cm)を
充 て ん した カ ラム に よ り分 画 され た 。 溶 出は 、 同緩衝 液 を用 い 、 グ ラジ エ ン ト法
(11.8N:NaCl)によ り行 っ た。 また 、 フ ラク シ ョンの分 画 は 、25m1ずつ行 い、
フ ェ ノー ル 硫 酸 法(68)お よびLOwry法(69)に よ り分 析 した 。
ゲ ル ろ過 ク ロ マ トグ ラフ ィー
F-4は、0.01Nリン酸 緩 衝 液(pH7.2)に溶 解 した後 、 同緩 衝 液 で平 衡 化 され た 、
SephacrylS-300(PharmaciaBiotech)(2.6×60cm)を充 て ん した カ ラム に よ り
分 画 さ れ た 。 溶 出 は 、 同緩 衝 液 を用 い て 行 った 。 また 、 フ ラク シ ョ ンの分 画 は、
10m1ずつ 行 い、 フ ェ ノー ル 硫 酸 法(68)に よ り分 析 した。
111VIVOにお け るIgM抗体 産 生能 に及 ぼす 効 果 、ELISA、化 学 分 析 、 統 計
本章第一節および第二章で記載した方法により行った。
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3:結 果
加齢マウスの抗体産生能を賦活化させる物質
加 齢 マ ウス のIgM抗体 産 生能 を賦 活 化 させ る物 質 の検 索 を行 った 。AEは 、セ タ ブ
ロ ン沈殿 法 に よ り、3つ の フ ラク シ ョ ン に分 画 され た(F-1,F-2およ び
F-3)。強 酸 性 画 分 で あ るF-1は、AEと 同等 の抗体 産 生 能 賦 活化 効 果 を示 した(Fig.
3-12)。F-2(弱酸 性 画 分)お よびF-3(中 性画 分)に は ほ とん ど賦 活 化 効 果 が 確認
で きな か った 。F-1は、DEAE-Sephadexを用 いた イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フィー に
よ りさ らに3つ の フ ラク シ ョ ンに分 画 され た(F-4,F-5およびF-6)(Fig.3-13)。そ
の うち 、F-4は、特 に抗 体 産 生能 を賦 活 化 させ る有 意 な効 果 を示 した 。F-5およびF-6
に も有 意 な賦 活 化 効 果 が確 認 され た が 、F-4と比 べ てそ の効 果 は低 か った(
Fig.3-14)。F-4は、SephacrylS-300を用 いた ゲ ル ろ過 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り
さ らにF-7とF-8に分 画 され た(Fig.3-15)。F-7とF-8はとも に、 加 齢 マ ウ ス のlgM
抗 体 産 生 能 を賦 活 化 させ る有 意 な効 果 を示 した(Fig.3-16)。
F-3-0.8mg
F-3-0.4mg
F-2-0.2mg
F-2-0.lmg
F-1-0.8mg
F-1-0.4mg
AE-1.2mg
Control
80120160200
1gMantibodyproduction(%ofcontrol)
Fig.3-12EffectofAstragaliRadixFractiononAntibodyProduction
Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.ofsmice.
Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05(*)
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 Fig.3-13 Chromatogram of  F-1 on a DEAE-Sephacel Column 
Each fraction was monitored by the phenol-sulfuric acid  method() and 
Lowry  method(0). 
Fraction numbers 10-13, 35-38 and 42-45 were collected, dialyzed, lyophilized 
and designated as F-4,  F-5 and F-6, respectively.
F-6-0.2mg
 F-6-0.1mg
 F-5-0.1mg
 F-5-0.05mg
F-4-0.6mg
 F-4-0.3mg
Control
00
 IgM antibody production (% of control) 
 Fig.3-14 Effect of Astragali Radix Fraction on Antibody Production 
Each column represents he mean ±S.E. of 5 mice. Significantly 
different from control value at  p<0.05(*),  p<0.01(**),  p<0.001(***)
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Fig.3-15.ElutionProfileofF-40nGelPermeationChromatography
Eachfractionwasmonitoredbythephenol-sulfuricacidmethod.()
Fractionnumbers22-28and29-34werecollected,dialyzed,
lyophilizedanddesignatedasF-7andF-8,respectively.
F-8-0.1mg
F-7-O.lmg
**
**
Control
80 120160
1gMantibodyproduction(%ofcontrol)
200
Fg.3-16EffectofAstragaliRadixFractiononAntibodyProduction
EachcolumnrepresentsthemeanfS.E.of5mice.
Sig口由Ecandydifferentfr(mc㎝杜olvalueatp<0・01(**)
F-7およびF-8の化学的性状
F-7およ びF-8の化 学 的性 状 をFig.3-17に示 す 。F-7およびF-8はそ れ ぞ れ 、Glcと
して89.3%および95.5%の中性糖 、GalAとして7.2%および7.5%のウ ロ ン酸 を含 有 し
て い た 。F-7およ びF-8にタ ンパ ク 質 は含 有 され て いな か った 。 また 、HPLCゲ ル ろ
過 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り分 析 を行 った と こ ろ、F-7,F-8とも単 一 の ピー ク を示 し
た(Fig.3-18)。デ キ ス トラ ンを標 準 と して 分 子 量 を測 定 した と ころ 、F-7が約
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22000、F-8が約12000であ った 。 さ らに、F-7およ びF-8の構 成 糖 に つ いて検 討 した
と ころ 、Glcの割 合 が 非 常 に高 く、Rha、Rib、Fuc、Ara、Xy1、Man、は ほ とん ど確
認 で き なか っ た(Fig.3-19)。
Fig.3-17ChemicalPropertiesofF-7andF-8
F-7 F-8
Molecularweight
Totalprotein(asBSA)
Totalcarbohydrate(asglucose)
Totaluroicacid(asgalacturonicacid)
111
N.D.
:・'.
7.2%
Ili
N.D.
95.5%
7.5%
Componentsugars(mol.ratio}
Rha.mnose
Ribose
Fucose
Arabinose
Xylose
Mannose
Galactose
Glucose
2
2
1
2
6
2
3
100
N.D.
N.D.
1
N.D.
2
N.D.
N.D.
100
N.D.:Notdetected
§
Fig.3-18.GelPermeationHPLCChromatogramofF-7andF-8
F-8andF-9wereappliedtocolumnsofAsahipakGF-S10HQand310HQinaseries.
AmobilephaseofO.1MNaClwasusedataflowrateofO.5ml.Thepeakat33.1min
wasrepresentedasthesolvent
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Fig.3-19GCChromatogramofComponentSugarsin
F-7andF-8
Rha,rhamnose;Rib,ribose;Fuc,fucose;Ara,arabinose;
Xyl,xylose;Man,mannose;Gal,galactose;Glu,glucose;
1.S.,internalstandard(2-deoxy-D-glucose).
4:考 察
本節では、黄耆 に含 まれている加齢マウスのIgM抗体産生能を経口投与で賦活化 さ
せる物質の検索 を試みた。強酸性多糖画分であるF-1は、イオン交換クロマ トグラ
フィーによ りF-4,F-5およびF-6に分画された。各分画物の効果について検討 したと
ころ、すべての画分に有意な賦活化効果が確認 された。 これは、黄耆 には、加齢マウ
スのlgM抗体産生能 を賦活化させる物質が複数存在することを窺わせるものであ り、
それらの物質が相互的に作用 していると推測される。
黄耆か ら加齢マウスのlgM抗体産生能を賦活化させる、HPLCゲルろ過クロマ トグ
ラフィーで単一のピークを示す2種類の多糖(F-7およびF-8)を分画 した。F-7およ
びF-8の構成糖について検討 したところ、Glcが非常に高い割合を占めた。F-7および
F-8はグルカンを主成分 とする多糖であり、このグルカン鎖の部分が加齢マウスの
IgM抗体産生能 の賦活化に関与 している可能性が示唆された。
免疫系を賦活化 させるグルカン鎖 を有 している多糖が、シイタケ(79、80)、ブ
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クリョウ(110)、カワラタケ(111)、霊芝(112)や冬虫夏草(113)などから分
画されている。この中には既 に、癌 に対す る免疫療法薬として臨床的に応用 されてい
るものもある。しかし、これ らの多糖は水 に難溶性であることやカワラタケ由来の多
糖以外は、経 口投与では効果が認められないことが明らかとなっている(114)。生
薬類のほとんどが煎剤 として経 口的に服用 されている事実を考えると、古来から経験
的に用いられてきた生薬の有効成分は、水 に溶解 し、経口投与で効果を示す物質であ
ると考えられ る。本節において、黄耆か ら分画された加齢マウスのlgM抗体産生能を
賦活化させ る物質であるF-7およびF-8は経 口投与で効果を示し、かつ水 に可溶性の
多糖であった。
また、生薬の生物活性 に及ぼす効果 を検討 した研究で、人間に投与す る量の何十倍
もの量を体重比で動物に投与 している事例 も認め られるが、本実験 におけるAEおよ
び各分画物の投与量は3.3-40㎎/㎏であり、実際に人間に投与する量に換算しても
妥当な投与量であると考 えられる。
第 五 節 小 括
本章では、マウスのIgM抗体産生能に及ぼす黄耆の効果について検討 し、以下の結論
を得た。
1:黄耆は、若年期のマウスの抗DNP-IgM抗体産生能には、賦活化効果を示さず、
加齢 により衰退 している抗DNP-IgM抗体産生能を賦活化 させる効果を示す こと
が明 らかとなった。
2:黄耆 を投与 したマウスでは、JEVの感染に対 して特異的なlgM抗体産生能の賦活
化が認め られ、その賦活化はJEVに対する防御効果の増強をもた らす ことが明ら
かとなった。
3:黄耆 は、加齢マウスの脾臓中の抗体産生細胞数を増加させる有意な効果を示す こ
とが明らか となった。
4:黄 耆 に含まれている加齢マウスの抗体産生能を賦活化させる物質の検索を試み、
2種類(F-7およびF-8)の多糖を主成分 とす る分画を得た。
5:F-7およびF-8の分子量は、約12000(F-8)と約22000(F-7)であり、その構
成糖 としては、Glucoseの割合が非常に高かった。
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総 括
生薬の有効性を解明するのは、容易ではなく、有効性に関する科学的見地からの知
見は、質、量ともに合成薬と比較して不充分である。
本研究では、中国の古い薬物書で、また漢方医学における経験則に基づいた適用方
法で、生体防御系を賦活化させる効果を示すことが推測される生薬 「黄耆」を採り上
げ、日本脳炎ウィルス(Japaneseencephalitisvirus:JEV)の感染に対する生体防
御効果を指標とした有効性について検討を行った。
第一章では、JEVの感染に対する黄耆の腹腔内投与による生体防御効果と作用機序
についてマウスを用い検討した。その結果、黄耆はJEVの感染に対して有意な生体防
御効果を示し、その防御には感染の初期における非特異的な防御因子である好中球や
マクロファージの走化性、活性酸素産生能および貪食能などの活性化が関与している
可能性が明らかとなった。
第二章では、JEVの感染に対する経口投与による防御効果とその作用機序について
検討した。その結果、黄耆は、JEVの感染に対して経口投与でも有意な生体防御効果
を示すこと、その防御効果には腹腔内投与の場合と同様、マクロファージの貪食能お
よび活性酸素産生能などの活性化が関与している可能性が明らかとなった。また本章
では併せて、黄耆中に含まれている経口投与で腹腔内細胞の機能を賦活化させる物質
の検索を試み、Glucoseを主構成糖とする強酸性多糖画分を含む複数の画分が効果を
示すことを明らかにした。
第一章および第二章における結果は、ウィルスの感染に対する宿主の生体防御とし
て、従来から有効であると考えられてきた免疫系を中心とする特異的な機構ととも
に、感染の初期に発動する非特異的な機構も同様に重要であることを指し示すもので
あり、黄耆は食細胞系などの非特異的な機構に対して、賦活化効果を示すことが本研
究から明らかとなった。
第三章では、生体にとって重要な特異的防御機構のひとつであり、JEVなどウィル
ス血症(Viremia)をおこすタイプのウィルスの感染に対する生体防御として特に有効
であると考えられている、抗体産生能に及ぼす黄耆の効果について検討した。抗体は
体液性免疫をつかさどる防御因子のひとつであり、IgG,IgM,IgA,IgE,IgDの5つの
クラスが存在することが知られている。本研究ではこのうち、異物の侵入後比較的早
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期に産生されることや微量の異物抗原に対 しても産生されやすいことが知 られている
IgM抗体 に着 目し、まず、第一節では、抗DNP-IgM抗体産生能に及ぼす黄耆の効果
について10,36,60週齢のマウスを用いて検討した。黄耆は、若年期のマウス(10週
齢)のIgM抗体産生能にはほとんど賦活化効果を示さなかったが、加齢マウス(36お
よび60週齢)の 衰退 している抗体産生能に対して、Age-matchedcontrolとの比較
で有意な賦活化効果をinvitroおよびinvivoで示す ことが明らか となった。また、 こ
の111VIVOで確認 された効果は、36週齢および60週齢のマウスの衰退 しているIgM抗
体産生能を10週齢のマウスとほぼ同じレベルにまで賦活化 させるものであった。第二
節では、第一節で明らかとなった加齢マウスに対する黄耆の効果がJEVの感染に対 し
ても示され ることを証明するため、加齢マウスの抗JEV-lgM抗体産生能 に及ぼす黄耆
の効果について検討 した。その結果、黄耆を投与したマウスではJEVに特異的なIgM
ノ
抗体産生の賦活化が認められ、その賦活化はJEVの感染に対する防御効果の増強をも
た らす ことが確認された。また、第三節では、加齢マウスの脾臓中の抗体産生細胞数
の増加に及 ぼす黄耆の効果ついて検討 し、抗体産生細胞数を増加させる有意な効果 を
示す ことを明 らかにした。さらに第四節では、黄耆 中に含 まれている経口投与で加齢
マウスのlgM抗体産生能 を賦活化 させ る物質の分画をセタブロン沈殿法、イオン交換
クロマ トグラフィーおよびゲル濾過クロマ トグラフィーなどを組み合わせて試み、
HPLCゲル ろ過クロマ トグラフィーで単一のピークを示す2種類の多糖画分(F-7およ
びF-8)を分画 した。F-7およびF-8の構成要素について検討 した ところ、中性糖が大
部分であ り、その中でもGlucoseが高い割合 を占めた ことから、その主成分はグルカ
ンであることが推測された。また、F-7およびF-8の分子量 を測定 したところ、約
12000(F-8)と約22000(F-7)であった。
加齢により生体防御系の機能が低下す る現象やそのメカニズムについては数多 くの
報告が存在するが(88-95)、加齢に伴い衰退している防御能を賦活化 させる試みは
ほとんど行われていない。経口投与で加齢マウスのIgM抗体産生能 を賦活化させる物
質を黄耆か ら分画 し、その化学的性状を明らかにし、さらにJEVの感染に対す る生体
防御効果を指標 として漢薬 「黄耆」の有効性を証明したのは、本研究が初めてであ
る。本研究における成果は、古来か ら経験則 に基づいて使用されてきた黄耆の有効性
を科学的見地か ら示すひとつの大きな知見になるものと考 えられる。
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結 論
中国の古い薬物書により、生体防御系を賦活化 させ る効果 を有 していることが推測
される生薬、 「黄耆」の有効性について日本脳炎ウィルスの感染に対す る防御効果を
指標 として検討し、以下の知見を得た。
1:黄耆 は、 日本脳炎ウィルスの感染に対して腹腔内投与によ り、有意な生体防御効
果を示 した。また、その作用機序について検討したところ、マクロファージや好
中球の貪食能、活性酸素産生能などの活性化が関与している可能性が明らかと
なった。
2:黄耆は、日本脳炎ウィルスの感染に対 して経口投与により、有意な生体防御効果
を示した。また、その作用には、腹腔内投与の場合と同様、非特異的な防御 因子
であるマクロファージの貪食能、活性酸素産生能の活性化が関与している可能性
が明らかとなった。
3:黄耆には、経 口投与でマウスの腹腔内細胞数を増加させるGlucoseを主構成糖 と
す る多糖成分が含 まれていた。
4:黄 耆は、若年マウスのIgM抗体産生能に対しては賦活化効果を示さなかったが、
加齢マウスに対 しては有意な賦活化効果 を示す ことが明らかとなった。
5:黄 耆を投与 したマウスでは、JEVの感染に対 して、特異的な抗JEV-IgM抗体産生
能の賦活化が認め られ、その賦活化はJEVの感染に対する防御効果 の増強をもた
らす ことが明らか となった。
6:黄 耆は、加齢マウスの抗体産生細胞数を有意に増加させ る効果を示す ことが明ら
か となった。
7:黄耆か ら加齢マウスのIgM抗体産生能を賦活化させる2種類の多糖画分を分画 し
た。それ らの多糖は、Glucoseを主構成糖 とし、分子量は、約12000と約22000
であった。
-64一
謝 辞
本論文の作成にあたり、終始親切な御指導、御鞭撻を賜 りました
大阪大学薬学部 教授 西原 力 先生に謹んでお礼申し上げます。
また、本研究の遂行にあたり、有益な御助言と御指導をいただきました、
大阪大学薬学部 助教授 米田該典 先生、大阪府立公衆衛生研究所 主任研究員
高木康博 博士 、同元病理課長 上羽 昇博士、同副部長 横山 浩博士、同主任研
究員 木村朝昭博士に心から感謝の意を表します。
さらに、本研究の遂行に際しまして御協力、御指示いただきました大阪府立公衆衛
生研究所 薬事指導部 山下治夫 部長、同 香月英男 元部長、同 土井 進 元部長、
同 田中凉一・元部長をはじめ部員の方々に対して感謝致します。
-65一
引用文献
1.J.C.Cyong,Proc.Satelitemeetingofthe10thInternationalCongressof
Phamcology,p.55(1987).
2.第13改 正 日本 薬 局 方 解 説 書 、p.D-129、廣 川 書 店 、 東 京 、1996.
3.H.Hikino,S.Funayama,K.Endo,PlantaMed.,30,297(1976).
4.磯 貝 彰 、 村 越 重 雄 、 鈴 木 昭 憲 、 田 村 三 郎 、 農 化 、47,449,(1973).
5.A.Subarnas,YOshima,H.H丗no,Phytochem.,30,2777(1991).
6.高 井 誠 、 斉 藤 保 、 柴 田 承 二 、 日本 薬 学 会 第100年 会 講 演 要 旨 集 、p214(1980).
7.1.Kitagawa,H.K.Wang,A.Takagi,M.Fuchida,1.Miura,M.Yoshikawa,
Chem.Pharm.Bull.,31,689(1983).
8.1.Kitagawa,H.K.Wang,M.Saito,A.Takagi,M.Yoshikawa,
Chem.Pharm.Bull.,31,698(1983).
9.1.Kitagawa,H.K.Wang,M.Yoshikawa,Chem.Pharm.Bull.,31,709
(ユ983).
10.1.Kitagawa,H.K.Wang,M.Yoshikawa,Chem.Pharm.dull.,31,716
(1983).
11.溝 口 貫 一・、 生 薬,18,73(1964).
12.渡 辺 武 、 薬 学 雑 誌,73,419(1953).
13.M.Miyazawa,H.Kameoka,Agric.Biol.Chem.,51,3153(1987).
14.原 田 正 敏 、 漢 方 薬 物 治 療 学 、p.33、廣 川 書 店 、 東 京 、1984
15.大 阪 生 薬 協 会 生 薬 懇 話 会 編 、 生 薬 の 選 品 と評 価 、 大 阪 生 薬 協 会 、p.16、1993.
16.稲木 一 元 、 薬 事 新 報 、1548,776(1989).
17.塚 原 茂 、Biotherapy,9,1216(1995).
18.宮 崎 利 夫 、 鈴 木 益 子 、 免 疫 学 、 朝 倉 書 店 、 東 京 、p.70,1992
19.森 良 一 、 熊 野 祐 司 、 薬 局 、39,687(1987).
20.大 谷 明 、 フ ァル マ シ ア 、34,684(1998).
21.大 沢 利 昭 、 小 山 次 郎 、 奥 田 研 雨 、 矢 田純 一 、 免 疫 学 辞 典 、 東 京 化 学 同 人 、
東 京 、p.6,1993
.・
22.森 良 一 、 天 児 和 暢 、 戸 田新 細 菌 学 、 南 山 堂 、 東 京 、p.740,1993
23.藤 野 恒 三 郎 、 秦 藤 樹 、 近 藤 雅 臣 、 衛 生 微 生 物 学 、 講 談 社 、 東 京 、p.271,1979
24.M.Terauchi,H.Kanamori,M.Nobuso,1.Sakamoto,S.Yahara,T.Nohara,
H.Kphda,Nat.Med.,49,133(1995).
25.A.Itoh,K.Sasaki,H.Mizukami,H.Ohashi,T.Sakura,N.Hiraoka,
Nat.Med.,51,50(1997).
26.X.B.Li,K.Komatsu,S.Yamaji,A.Takano,T.Namba,Nat.Med.,51,
148(1997).
27.T.Kimura,K.Iwai,N.Ueba,BikenJ.,1fi,57(1973).
28.小 立 淳 、 統 計 リ フ ァ レ ン ス 、 南 光 堂 、 東 京 、p-78,1992
29.朱 径 和 、 中 国 葯 材 商 品 学 、 人 民 衛 生 出 版 社 、 北 京 、9-200,1990
30.姉 帯 正 樹 、 桂 英 二 、 加 藤 芳 伸 、 山 岸 喬 、Nat.Med.,48,244(1994).
31.高 橋 奈 穂 子 、 安 田 一・郎 、 瀬 戸 隆 子 、 浜 野 朋 子 、 高 野 伊 知 郎 、 秋 山和 幸 、
鈴 木 幸 子 、 福 田 達 男 、 田 中 博 、 飯 田 修 、 東 京 衛 研 年 報 、40,84(1989).
32.K.Ikemoto,T.Utsunomiya,A.Ball,M.Kobayashi,R.B.Pollard,F.
Suzuki,Experintia,50,456(1994).
33.M.A.Ball,T.Utsunomiya,K.Ikemoto,M.Kobayashi,R.B.Pollard,F.
Experintia,50,775(1994).
34.T.Nagai,M.Urata,H.Yamada,Imrnunopharmacol.Immunotoxlcol.,18,
193{1996).
35.S.Gupta,S.S.Agarwal,L.B.Epstein,G.Fernandes,R.A.Good,Clinical
Res.,28,504{1980).
36.A.Mita,R.Shida,N.Kasai,J.Shoji,Biomedicine,31,223(1979).
37.H.W.Yeung,Proc.3rdInternationalGinsengSymp.,p.2/15(1980).
38.Y.S.Kim,K.S.Kane,S.1.Kim,Arch.Pharm.Res.,13,330(1990).
39.S.Morisawa,T.Shin,Y.Mizoguchi,Y.Sakagami,Proc.5thInternational
GinsengSymp.,p.270(1988).
40.V.K.Singh,S.S.Agarwal,B.W.Gupta,PlantaMed,50,462(1984).
-67一
41.米 沢 司 郎 、 加 藤 智 雄 、 上 羽 昇 、 木 曾 良 明 、 村 松 了 、 日本 生 薬 学 会 第35回 年 会
(新潟)要 旨 集 、p.150(1988).
42.D.H.Clarke,J.Casalus,Am.J.Trop.Med.Hyg.,11,561(1958).
43.RobertC.A.,MethodsEnzymol.,113,449-493(1986).
44.金 井 正 光 、 臨 床 検 査 法 提 要 、 金 原 出 版 、 東 京 、p.282,1993
45.徳 永 徹 吉 田 尨 、 赤 川 清 子 、 マ ク ロ フ ァー ジ 実 験 マ ニ ュ ア ル 、
講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ク 、 東 京 、p.17、1992
46.J.A.Steinkamp,J.S.Wilson,G.C.Saunders,C.C.Stewart,Science,218,
64(1982).,
47.野 本 亀 久 雄 、FragraticeJ.,23,7(1995)
48.M.S.Cohen,J.Immunol.,127,1007(1981).
49.1.Fridovich,Science,201,875(1978).
50.M.L.Karnovsky,J.A.Badwey,J.Clin.Chem.Biochem.,21,545(1983).
51.宮 崎 利 夫 、 鈴 木 益 子 、 免 疫 学 、 朝 倉 書 店 、 東 京 、p.58,1992
52.J.Wang,H.Ito,K.Shimura,Japan.J.Pharmacol..,51,432(1989).
53.高 木 康 博 、 前 田 章 子 、 上 羽 昇 、 東 奈 津 美 、 山 村 博 彦 、 布 浦 由樹 、
和 漢 医 薬 学 雑 誌,13,330(1996).
54.東 奈 津 美 、 前 田文 明 、 山 村 博 彦 、 布 浦 由 樹 、 高 木 康 博 、 前 田 章 子 、
上 羽 昇 、 和 漢 医 薬 学 雑 誌,13,444(1996).
55.Y.Kojima,Y.Kumazawa,N.Shibukawa,K.Otsuka,K.Mizunoe,
Proc.Symp.,WAKAN-YAKU,13,101(1980).
56.Y.Kumazawa,K.Mizunoe,Y.Otsuka,1㎜翻,47,75(1982).
57.H.Yamada,H.Kiyohara,J.C.Cyong,Y.Kojima,Y.Kumazawa,Y.Otsuka,
PlantaMed.,50,163(1984).
58.高 木 康 博 、 油 田 悟 志 、 上 羽 昇 、 山 崎 勝 弘 、 米 沢 司 郎 、 加 藤 智 雄 、
日本 生 薬 学 会 第37回 年 会(千 葉)要 旨 集 、p.51(1990).
59.徳 永 徹 、 マ ク ロ フ ァー ジ 、 講 談 社 、 東 京 、p.66、1989
60.K.Yonekura,T.Kawakita,Y.Saito,A.Suzuki,K.Nomoto,
Immunopharmacol.Immunotoxicol.,14,165(1992).
-68一
61.K.Irinoda,K.N.Masihi,G.Chihara,Y.Kaneko,T.Katori,
Int.J.Immunopharinac.,14,971(1992).
62.N.K.Suri,K.Banerjee,Acta.Virol.,39,143(1995).
63.野 本 亀 久 雄 、Biol.Industry,8,783(1991).
64.笹 月 健 彦 、 免 疫 生 物 学 、 南 江 堂 、 東 京 、p.465,1995.
65.広 川 勝 晃 、 感 染 ・炎 症 ・免 疫 、18,181(1988).
66.荒 井 澄 夫 、 久 留 米 医 学 雑 誌 、49,509(1986).
67.Q.P.Gao,H.Kiyohara,J.C.Cyo㎎,H.Ya皿ada,PlantaMedica,55,
9(1989).
68.M.Dubois,K.A.Gilles,J.K.Hamilton,P.A.Rebers,F.Smith,
Anal.Chem.,28,350(1956).
69.O.H.Lowry,N.J.Rosebrough,A.L.Farr,R.J.Randall,J.Biol.Chem.,
193,265(1951).
70.N.Blumenkrantz,G.A.Hansen,Anal.Biochem.,54,484(1973).
71.W.E.Trevelyan,D.P.Procter,J.S.Harrison,Nature,166,444(1950).
72.E.Schiffmann,J.1.Gallin,Corr.Top.CellReg.,15,203(1979).
73.Y.Yamaoka,T.Kawakita,M.Kaneko,K.Nomoto,Biol.Pharm.Bull.,
19,936(1996).
74.R.Gonda,M.Tomoda,N.Shimizu,N.Ohara,H.Takagi,S.Hoshino,
Biol.1'harm.Bull.,17,1549(1994).
75.Y.Yamaoka,T.Kawakita,M.Kaneko,K.Nomoto,Blol.Pharm.Bull.,
18,846(1995).
76.K.Ingolgolfsdottir,K.Jurcic,B.Fischer,H.Wagner,PlantaMed.,60,
527(1994).
77.H.Kiyohara,H.Yamada,CarbohydratePolymers,25,177(1994).
78.杉 山 清 、 村 越 弘 章 、 渡 辺 桂 子 、 塩 崎 哲 也 、 和 漢 医 薬 学 雑 誌 、11,458(1994).
79.G.Chihara,J.Hamuro,Y.Maeda,Y.Arai,F.Fukuoka,Cancer.Res.,30,
2776(1978).
-69一
80.G.Chihara,InImmunothrapeuticProspectsofInfectiousDiseases,
Springer,Berlin,p.7,1990
81.幅 誠 二 、 浜 岡 利 之 、 免 疫 実 験 操 作 法B、 日 本 免 疫 学 会 編 、p.1129、1974
82.H.N.Eisen,M.E.Carsten,S.Belman,J.Immunol.,73,296(1954).
83.Y.Takagi,S.Aburada,T.Otake,N.Ikegami,Arch.Environ.Contain.
Toxicol.,16,375(1987).
84.奥 田 拓 男 、 天 然 薬 物 事 典 、 廣 川 書 店 、 東 京 、p.398、1985
85.奥 田 拓 男 、 天 然 薬 物 事 典 、 廣 川 書 店 、 東 京 、p.115、1985
86.奥 田 拓 男 、 天 然 薬 物 事 典 、 廣 川 書 店 、 東 京 、p.191、1985
87.谿 忠 人 、 現 代 医 療 と 漢 方 薬 、 医 薬 ジ ャ ー ナ ル 、 大 阪 、p231、1991
88.S.Kishimoto,S.Tor血o,K.Inomata,S.Kotegawa,T.Saito,M.Kuroki,
H.Mitsuya,S.Hisamitsu,Clin.Immunol.Immunopathol.,25,1(1982).
89.D.L.Ennist,K.H.Jones,R.L.Pierre,R.L.Whisler,J.Imrnunol.,
136,99(1986).
90.R.A.Miller,J.Immunol.,132,63(1984).
91.T.Hosokawa,B.Cinader,Ann.Immunol.,134D,293(1983).
92.X.H.Yang,J.Stedra,J.Cerny,J.Irnmunol.,152,2214(1994).
93.A.V.Pisciotta,D.W.Westing,C.Deprey,B.Walsh,Nature,215,
193(1967).
94.J.F.Delfraissy,P.Galanaud,J.Dormont,C.Wallen,Clin.Exp.Immunol.,
39,208(1980).
95.S.G.Pahwa,R.N.Pahwa,R.A.Good,J.Clin.Invest.,67,1094(1981).
96.K.S.Zhao,C.Mancini,G.Doria,Irrimunopharmacol.,20,225(1990}.
97.K.S.Song,S.M.Cho,J.H.1.ee,H.M.Kim,S.B.Han,K.S.Ko,1.D.Yoo,
Chem.Pharm.Bu11.,43,2105(1995).
98.T.Kawakita,A.Yamada,Y.Kumazawa,K.Nomoto,J.
Irnrnunopharmacol.,8,561(1986).
99.A.Mita,Biomedicine,31,223(1979).
100.嶋 田 裕 之 、 日 本 臨 床 、39,603(1981).
-70一
101.T.Makinodan,S.J.James,T.Inamizu,M.P.Chang,Gerontology,30,
279(1984}.
102.N.K.Jerne,A.A.Nordin,Science,140,405(1963).
103.M.B.Rittenberg,K.L.Pratt,Proc.Soc.Biol.,132,575(1969}.
104.H.Yamada,H.Kiyohara,N.Takemoto,J.F.Zhao,H.Kawamura,Y.
Komatsu,J.C.Cyorig,M.Aburada,E.Hosoya,
PlantaMed.,58,166(1992).
105.武 元 則 人 、 丸 山 博 文 、 川 村 秀 樹 、 小 松 靖 弘 、 油 田 正 樹 、 細 谷 英 吉 、 炎 症 、9,
137{1989).
106.小松 靖 弘 、 武 元 則 人 、 丸 山 博 文 、 土 屋 博 司 、 油 田 正 樹 、 細 谷 英 吉 、 篠 原 精 一 、
浜 田 一 炎 症 、6,405(1986).
107.大 塚 恭 男 、 熊 谷 朗 、 高 木 博 司 、 最 新 の 漢 方 薬 理 、ExceptaMedica、東 京 、
p.333,1988
108.大 沢 利 昭 、 小 山 次 郎 、 奥 田 研 雨 、 矢 田純 一 、 免 疫 学 辞 典 、 東 京 化 学 同 人 、
東 京 、p.534,1993
109.寺 脇 潔 、 小 栗 加 奈 子 、 能 勢 充 彦 、 荻 原 幸 夫 、 和 漢 医 薬 学 雑 誌 、13,398
(1996).
110.G.Chihara,J.Hamuro,Y.Maeda,Y.Arai,F.Fukuoka,Nature,225,
943(1970).
111.S.Tsukagoshi,Hostdefenseagainstcanceranditspotentiation,p365,
Univ.ofTokyoPress(1975).
112.宮崎 利 夫 現 代 東 洋 医 学 、4,61(1983>.
113.H.Yamada,N.Kawaguchi,T.Ohmori,Y.Takeshita,S.Taneya,T.
Miyazaki,Carbohydr.Res.,125,107(1984).
114.山田 陽 城 、 現 代 東 洋 医 学 、17,89(1986).
-71一

